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1.1.- Asimilaciôn del nitrôgeno.
Durante el crecimiento y desarrollo de la 
plSntula es necesaria una. incorporaciôn constante del nitrô 
geno del medio externo. En plantas superiores, la via de a si. 
milaciôn del nitrôgeno inorgânico, en fotma de nitratos, has 
ta amoniaco, se inicia con la nitrato reductasa seguida por 
la nitrito reductasa(SCHRADER,1977). El NH^ es la ûltima for 
ma de nitrôgeno inorgânico anterior a su incorporaciôn en - 
forma orgânica. Su reducciÔn posterior para entrar en combi 
naciôn orgânica, como grupo a-amino para formar los aminoâ- 
cidos, es uno de los puntos mâs conflictivos en la actuali- 
dad, tanto en lo referente a las rutas enzimâticas implica- 
das como en los procesos de regulaciôn a que estân sometidos 
(BRYAN,1976).
Tradicionalmente, en plantas superiores, 
se ha considerado como ruta mayoritaria y principal via de 
asimilaciôn la aminaciôn reductora del 2-cetoglutarato, reac 
ciôn catalizada por la glutamato deshidrogenasa (LEECH et al, 
1970; GIVAN et al, 1970; GIVAN et al, 1971; LEA el al, 1972; 
MAGALHAEAS et al, 1974, entre otros autores).
Aunque se conocla la existencia de la -- 
glutamina sintetasa, en plantas superiores, no se habla con 
siderado su importancia en la asimilaciôn directa del nitrô 
geno amônico, puesto que la incorporaciôn se realizaba en - 
forma amida y no como nitrôgeno amino. S in embargo, en 1970, 
TEMPEST, MEERS y BROWN describieron un nuevo enzima en Aero- 
bacter aerogenes, capaz de catalizar la transferencia del ni. 
trôgeno en forma amida de la glutamina al 2-cetoglutarato, - 
originando dos moléculas de glutamato. El enzima bacteriano 
es una proteina con hierro y azufre, que utiliza NADH ô - 
NADPH como cofactores (MILLER, 1973) . Este enzima se denoml. 
nô 2-cetoglutarato aminotransferasa (oxidorreductasa-NADP) 
mâs comûnmente glutamato sintasa ô GOGAT. Los primeros inten 
tos de localizarla en plantas superiores no tuvieron exito; 
sin embargo, en 1974, DOUGALL describiô una GOGAT dependiente 
de piridin nucleotido (E.C .2.6.1.13) en células en suspen—  
siôn de zanahoria (Daucus carota L . ) , y en el mismo afto, LEA 
y MIFLIN encontraron una GOGAT dependiente de ferredoxi.na re 
ducida (E.C.1.4.7.1.) en cloroplastos de hojas de guisante -
- 2 -
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Transaminasa. . Glutamato sintasa.
(Plsum sativum L . ) . Posteriormente se ha localizado en algas 
(LEA y MIFLIN, 19 75), como Caulerpa simpliciuscula (MCKENZIE 
et al, 1979); asî mismo se ha localizado en levaduras y bon­
gos, aunque en muy pequena proporciôn (BROWN et al, 19 74; -- 
JOHNSON et al, 1974), y en gran variedad de plantas superio­
res como en semillas de Lupinus albus (LEA y FOWDEN,1976), - 
en células de hojas de Zea mays (RATHMAN et al, 1976), en nô 
dulos de raices de Lupinus sp (BOLAND et al, 1977), en célu­
las en suspensiôn de Acer pseudoplatanus (FOWLER et al, 1979), 
en endospermos de maiz (OAKS et al, 1979 ; SODEK et al, 1979), 
en nôdulos de raices de Phaseolus vulgaris (AWONAIKE et al, - 
1979), en células en suspensiôn de Glycine max (CHIU et al, - 
1979) y en Digitaria sanquinalis (MOORE et al, 1979) entre —  
otros muchos.
La existencia de este enzima junto con la 
glutamina sintetasa (E.C.6.3.1.2.) capaz de asimilar NH^ en 
forma amida, actuando el glutamato como aceptor, fue propues 
ta en 1974 por LEA y MIFLIN como ruta alternatia en la sinte 
sis neta de glutamato a partir de NH^ y 2-cetoglutarato. A - 
partir de entonces, los estudios realizados tienden a postu- 
larla como ruta principal en la asimilaciôn directa del n i —  
trôgeno amônico. No obstante, junto a estas dos vlas de in—  
corporaciôn se han descrito otras taies como formaciôn de —  
%midas del aspartato, aminaciôn directa del fumarato y sinte 
sis de carbamil fosfato, entre otros. Los enzimas responsa—  
bles de estas reacciones se han descrito en distintas plantas 
superiores, como la asparraguina sintetasa en Lupinus luteus 
(ROGNES, 1975) y en soja (STREETER, 1973), pero en general - 
no contribuyen de igual manera en la asimilaciôn del NH^ - - 
puesto que en muy escasos tejidos las actividades de estos - 
enzimas, alanina y aspartato deshidrogenasas, entre otros, - 
son comparables a los encontrados para la glutamato deshidro 
genasa y glutamina sintetasa, consideradas ambas como los en 
zimas responsables de la mayor parte de la asimilaciôn (BRYAN, 
1976).
En el momento actual, no existe uniformi- 
dad de criterio sobre la existencia de una ûnica ruta dominan 
te de asimilaciôn. Hay suficiente base bibliogrâfica que so- 
fiorta la via glutamato deshidrogenasa como mayoritaria en la 
asimilaciôn del nitrôgeno, al igual que la que apoya la via
— 4 —
glutamina/glutamato sintasa como principal. En este sentido,
15 -
LEWIS y PATE, en 1973, observaron que al suministrar NO  ^
a plantas de Pisum sativum, el nitrôgeno marcado aparecla - 
tanto en el nitrôgeno en forma amida de la glutamina como - 
en el nitrôgeno amino del glutamato; paralelamente, las ci­
né ticas de incorporaciôn de ^^NOg y observadas en rai.
ces de arroz (Oryza sativa) por YONEYAMA y KUMAZAWA (1974,-
1975), en Hordeum vulqare por OJI e IZAWA (1971), en algas 
verde azuladas por THOMAS y colaboradores (1975), en Apabae- 
na cylindrica por WOLX (1976) , en hojas de Datura stramonium 
L. por LEWIS y colaboradores (1975, 1979) y en Oryza sativa 
por MUHAMMAD (1974), entre otros, parecen demostrar que la 
incorporaciôn del marcaje se realizaba en primer lugar en - 
el nitrôgeno en forma amida de la glutamina, lo cual apoya- 
rîa la importancia de la ruta GS/GOGAT como mayoritaria en el 
proceso de asimilaciôn. Conclusiones también obtenidak de - 
los estudios realizados utilizando inhibidores especîficos 
de la glutamina sintetasa, como metionina sulfoximina (MIFLIN 
y LEA, 1975) que no afecta en absolute al enzima glutamato - 
deshidrogenasa y si a la glutamina sintetasa y ligeramente 
a la GOGAT (BUCHANAN, 1975), como se ha comprobado en algas 
verde azuladas por STEWART y ROWELL (1975) y en Vicia faba L. 
por JORDAN y colaboradores en 1979 ; asi como del empleo de - 
azaserina y 6-diazo-5-oxo-L-norvalina, ambos inhibidores de 
la glutamato sintasa (LEA y NORRIS, 1975).
Por otra parte, FOLKES y SIMS,' en 1974 - 
observaron que al suministrar nitrôgeno marcado a cultives 
de Candida utilis este se incorporaba inicialmente y en ma­
yor grade en el glutamato, date concordante con lo encontra- 
do por SENIOR en 1975 en Escherihia coli; por BURN y colabo­
radores (1973) en distintas especies de Schizosaccharomyces, 
y por SCKOKUT y colaboradores en 1979 en células en suspen­
siôn de Nicotiana tabacum L . , resultados que apoyan la ruta 
glutamato deshidrogenasa como via mayoritaria.
Aûn asI, los estudios comparados de ambas 
actividades enzimâticas, glutamato deshidrogenasa y glutami­
na sintetasa, son escasos en la bibliogrâfla. En este senti­
do, DUKE y colaboradores en 1976 y 1978 en plantas de Glyci-
-5-
ne max (L) Merr. y en Zea mays L . observaron una relaciôn re 
ciproca entre ambas, al estudiar sus niveles de actividad, - 
similar a lo encontrado por NICKLISCH y colaboradores en 19 76, 
y por BAUER en 1977 en hojas de Pisum sativum y por MOHANTY - 
y colaboradores en 1980 en células en suspensiôn de rosa.
En el momento actual,se puede considerar - 
que los sistemas de asimilaciôn del nitrôgeno a través de la 
glutamato deshidrogenasa y glutamina sintetasa, en las plan­
tas superiores, son comparables a los descritos para bacte—  
rias (BEEVERS, 1977) ,
1.1.1.- Glutamato deshidrogenasa; Caracterlsticas.
La sîntesis de glutamato a partir de NH^ y 
2-cetoglutarato, reacciôn catalizada por la glutamato deshi­
drogenasa (E .C . 1 . .  1.3) es en esquema:
2-cetoglutarato + NH^ +NAD(P)H + H  ^ L-glutamato + NAD (P) + H 2 Û
Es un enzima reversible. En bacterias se - 
ha postulado la existencia de un sentido anabôlico, en caso - 
de la reacciôn aminante, y otro catabôlico en el caso de 11e- 
varse a cabo la reacciôn desaminante; no obstante, en plantas 
superiores la glutamato deshidrogenasa actûa principalmente - 
en direcciôn aminante, y parece ser que exclusivamente en el 
sentido desaminante en condiciones de elevada concentraciôn 
de NH^ (BROIVN et al, 1979) .
El enzima glutamato deshidrogenasa es un 
enzima alostérico de regulaciôn muy compleja (DI PRISCO,1975), 
cuya actividad se ve afectada por nucleôtidos de adenina (DU­
BOIS et al, 1974). En 1980, STONE y colaboradores han sugeri- 
do un orden de uniôn entre los distintos substratos y el en­
zima, al contrario de lo deducido por GROAT (1977) y GARLAND 
(1977) que no apoyan un orden determinado en la secuencia de 
uniôn. Por otra parte, STEVENSON y colaboradores (1971) con- 
sideran como substrato principal de la reacciôn el N H ^ , mien 
tras que PAHLICH (1975) sugiere como central al 2-cetogluta­
rato .
La especificidad de cofactor de la gluta­
mato deshidrogenasa es objeto de discusiôn. En muchas bacte­
rias y hongos, como Saccharomyces cerevisiae (ROON et al, -
1973) aparecen dos enzimas genétlcanente distintos : uno cata-
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bôlico, especîfico de NAD y otro anabôtico con especificidad 
por N A D P . De manera similar, SIMS y colaboradores (1968) han 
sugerido en plantas superiores la existencia de dos enzimas 
independientes, uno ligado a NADH y otro que utiliza NADPH - 
como cofactor, al igual que lo propuesto por YAKOLEVA y co-- 
laboradores (1966). Por el contrario, PAHLICH y JOY, en 1971, 
han sugerido, al igual que hiciera BONE en 19 59, un ûnico en 
zima que funcionarîa tanto con NADH como con NADPH como co-- 
factores. Paralelamente, en 1960 YUE ha encontrado en endos­
permos de maiz y en cotiledones de Cicer arietinum L. modelos 
isoenzimâticos de la glutamato deshidrogenasa capaces de uti­
lizer ambos coenzimas. Por otra parte, DAVIES y TEIXEIRA(1975) 
han sugerido un control del metabolismo del glutamato, regu- 
lado por el pool de piridîn nucleôtidos, mâs concretamente - 
por la relaciôn NADH/NAD similar a lo propuesto por EHMKE y 
colaboradores en plantas de Lemna minor" L . (1976,1979).
La transiciôn entre la forma activa y la 
inactive se lleva a cabo entre limites muy precisosde pH, - 
presentando la misma estructura hexamérica en cada una de las 
dos formas (BARRY et al, 1974). Los procesos de activaciôn e 
inactivaciôn vienen regulados igualmente por el pH.El pH ôp- 
timo encontrado oscila entre 7,5 y 8,5 (BULEN,1976).
El peso molecular de la glutamato deshi­
drogenasa aislada de raices de Pisum sativum es 208000^ 10000 
(PAHLICH y JOY, 1971) similar al encontrado en otras plantas 
superiores y ligeramente inferior al determinado en bacterias, 
del orden de 250000 en Escherichia coli (VERONESE, 1975) . El 
tratamiento con EDTA hace decrecer la actividad del enzima, - 
lo que indicarla que se trata de una retaloenzima que sq reac 
tiva por adiciôn de Mn^ ,Zn^^ ô Ca^^ (YAMASAKI et al, 1969).
Se trata de un enzima termoestable que ré­
sisté temperatures de hasta 60QC sin përdida apreciable de - 
actividad (PAHLICH y JOY 1971).
Los valores de para el NH^ varian depen 
diendo de la especie en estudio. Asi, GARLAND y DENNIS (1977) 
han encontrado un valor de K^ que oscila entre 20 y 68 mM pa­
ra el enzima purificado de mitocondrias de Pisum sativum,L;LEA 
y THURMAN en 1972 han obtenido una K de 1,6x10 en mitocon
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drias de Lactuca sativa L, y 5,80x10 en cloroplastos de 
la misnia especie ; oscilando por lo general entre 10 y 50 mM 
para gran nümero de plantas superiores. En 1977, MIFLIN y - 
LEA han sugerido que la baja afinidad de la glutamato de s hi. 
drogenasa por el NH^ haria poco problable que este enzima - 
funcionara en condiciones de disponibilidad de nitrôgeno —  
amônico normales.
Los estudios sobre localizaciôn de la glu 
tamato deshidrogenasa a nivel organular, dentro de una misma 
especie son muy escasos, a pesar que existen estudios reali­
zados individualmente en los distintos Ôrganos. Asî, se han 
estudiado los niveles de actividad glutamato deshidrogenasa 
en hojas de Zea mhys L. y Setaria faberii (RITENOIR et al, 
1967), en nôdulos de Glycine max (SOULEN y OLSON, 1969; DUNN 
et al, 1973; BROWN y DILWORTH, 1971), en cotiledones de cala 
baza (Cucurbita pepo L .)(CHOU et al, 1972), en raices de —  
arroz (Oryza sativa L.) (KANAMORI et al, 1972), en raices - 
Pisum sativum L . (JOY, 1973), en raices de trigo (KRETOVICH 
et al, 1974), en hojas de Cucurbita maxima Duchesne.(POSTIUS 
et al, 1976)en raices de Zea mays L. (GASPARIKOVA et al,1978), 
entre otras especies.
1.1.2.- Glutamina sintetasa: Caracterlsticas.
La incorporaciôn del nitrôgeno amônico en 
nitrôgeno en forma amida se lleva a cabo a través de la glu­
tamina sintetasa(L-glutamato amonio ligasa) (E.C.6.3.1.2.), 
que en esquema es : ^
L-glutamato + ATP + NH^ ---------- > glutamina + ADP + P^
La glutamina sintetasa ha sido ampliamen 
te investigada en bacterias, mâs concretamente en Escheri-- 
chia coli (SHAPIRO y STADTMAN, 1970) y en otros microorganis 
mos como Anabaena cylindrica (DHARMAWARDENE et al, 1973), Ba­
cillus subtilis (REBELLO et al, 1969) , Candida utilis (FERGU­
SON y SIMS, 1974), Klebsiella aerogenes (MEERS, TEMPEST y —  
BROWN, 19 70) , Lactobacillus arabinosus (RAVEL et al 1965) , 
Neurospora crassa y Aspergillus nidulans (PATEMAN, 1970) y - 
en Saccharomyces cërevisiae (KOHLAW et al, 1965). En plantas 
superiores, los estudios son bastante escasos (O'NEAL y JOY,
1974). El enzima ha sido recientemente purificado en hojas 
de Pisum sativum por O'NEAL y JOY (1973) , en células en sus 
pensién de Daucus carota por CALDOS (1971), en hojas de 
Lemna minor por RHODES y colaboradores (1975) y en nôdulos 
de soja por MACPARLAND en 1976, entre otros.
El peso molecular encontrado para las -- 
distintas especies oscila entre 330000 y 376000, similar al 
encontrado en mamiferos (MEISTER, 1974) y menor al de bac te 
rias (STADTMAN et al, 1974). En todas las caracterizadas - 
hasta el momento, el enzima présenta ocho subunidades de pe­
so molecular idéntico, 47000, dispuestas entre si en dos - 
grupos de tetrSmeros pianos (STADTMAN et al, 1974). En plan 
tas superiores no se han detectado dos formas del enzima —  
(KINGDOM, 1974); STEWART y ROWELL, 1975) similar a lo encon 
trado en bacterias, con una forma no adenilada no sujeta a 
control feedback, y otra adenilada mâs activa y sujeta a -- 
control feedback (MIFLIN y LEA, 1976) .
La glutamina sintetasa présenta absolûtes 
requerimientos de cationes divalentes, obteniéndose mayores 
niveles de actividad enzimâtica cuando utiliza Mo^^, al m è ­
nes en hojas de Pisum sativum (O'NEAL y JOY, 1974) aunque - 
funciona igualmente, pero con menor rendimiento en el caso 
de utilizar Mn^^ ô Co^^. Paralelamente, SEGAL y colaborado­
res en 1972, en el enzima adenilado de Escherichia c o l i , y 
DEUEL y colaboradores en Bacillus subtilis, han descrito —  
curvas de saturaciôn para el Mg^^ que no han sido encontra- 
das en plantas superiores (WEBSTER, 1964) . El pH ôptimo de 
la glutamina sintetasa varia entre 5,2 y 8,3 dependiendo 
del catiôn divalente utilizado y de su concentraciôn (O'NEAL 
y JOY, 1973) .
El sistema de regulaciôn del enzima en - 
plantas superiores es objeto de estudio en la actualidad. - 
Distintos autores han comprobado su regulaciôn por ADP, AMP, 
Pj^  y aminoâcidos como histidina, lisina y alanina, entre —  
otros (WEBSTER y VARNER, 1955, O'NEAL y JOY, 1975; RHODES y 
STEWART, 19 74).
Los valores de K^ para el NH^ varian am- 
pliamente dependiendo del tejido y especie en estudio. PAMI 
LJANS y colaboradores (1962) han encontrado un valor de —
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1,3 X 10 para la glutamina sintetasa de Pisum sativum, y 
VARNER en 1960 encontrô un valor de 5 x 10 para el mismo 
material. Estas son inferiores a las encontradas en Dau­
cus carota (K^ = 2,2mM) por O'NEAL y JOY (1973) en arroz —  
(K^ = NH 2 OH = 4 X 10 ^M), y el enzima de Cucurbita moschata 
(K^ = 6,7 X 10"'*M) (LIGNOWSKI et al, 1971). Es decir, en ge 
neral la glutamina sintetasa de plantas superiores présenta 
bajos valores de para el NH^.
En lo referente a su localizaciôn a ni­
vel organular, la glutamina sintetasa se ha encontrado que 
esta distribuida a lo largo de toda la planta. Asi se ha de 
tectado en raices de guidante por NIFLIN y LEA (1975), en - 
raices de Lupinus (ROBERTSON et al, 1975), en hojas de Pisum 
sativum (WALLSGROVES et al, 1979), en hojas de Lemna minor 
(RHODES et al, 1976) , en raices de Oryza sativa (ARINA et - 
al, 1977), en cotiledones de guisante (STOREY et al, 1978), 
en raices de té (TAKEO, 1979) y en semillas de Secale cerea- 
le L. (BIELAWSKI, 19 79) entre otras especies. Sin embargo, 
los estudios realizados sobre su localizaciôn en ôrganos —  
de una misma planta son escasos. En este sentido, MARWAHA y 
colaboradores han estudiado los niveles de actividad gluta­
mina sintetasa en raices y tallos de plantas de arroz, y en 
1980, KATO lo ha realizado en raices y hojas de Citrus 
unshiu Marcovitch.
1.2.- Regulaciôn de los niveles de actividad glutamato des­
hidrogenasa y glutamina sintetasa por la funete nitrogenada.
' Parece évidente, como se desprende de —  
los estudios citados anteriormente que las condiciones am—  
bientales, tanto fuente como concentraciôn de nitrôgeno con 
trolan los niveles de actuaciôn de estos enzimas, glutamato 
deshidrogenasa y glutamina sintetasa, asi como sus funciones 
relativas en la incorporaciôn del nitrôgeno inorgânico en - 
orgânico.
En plantas superiores, los distintos pa-
sos en la asimilaciôn orgânica del nitrôgeno estân separa-
dos en el espacio. En términos cualitativos, el matabolismo
del nitrôgeno en las diferentes partes de la planta es alta
mente dependiente de los procesos de translocaciôn, a su vez
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condlcionados por el estado fisiolôgico de la planta y por 
las condiciones ambientales.
El nitrôgeno estâ disponible en el suelo 
como NH^ y como N O ^ , siendo esta la forma mâs abundante —  
(BRETELER, 1979) , habiéndose sugerido que la absorciôn del 
nitrato estarla ligada mecânicamente a su reducciÔn poste­
rior, llevada a cabo por la nitrato y nitrito reductasas —  
(SARKISSIAN y FOWLER, 1974) , y estando ambos procesos indu- 
cidos por nitrato (FOWDEN, 1979). Los niveles de absorciôn 
y asimilaciôn de ambos iones varian considerablemente depen 
diendo de las especies (TINKER, 1979) , entre otros factores 
como temperatura, pH, e t c .(EPSTEIN, 1972; WARNKE et al,
1974). La utilizaciôn de NH^ del medio, en base a que se ha 
comprobado su difusiôn a través de membranas biolôgicas —  
(MOORE y WILSON, 1977 ; VEECH, 1978), y las diferentes res- 
puestas fisiolôgicas que muestran las plantas a la fuente - 
nitrogenada en su crecimiento, hizo sugerir a ISHIHARA —  
(1977) que esas diferencias pueden relacionarse con cambios 
en el metabolismo.
La contribuciôn relativa de las raices - 
y de las hojas en la asimilaciôn del nitrôgeno varia con 
las especies, como se desprende de los estudios de OJI e 
IZAWA en 19 74 en plantas de arroz (oryza sativa) y pepino - 
(Cucumis sativus L . ), de OGHOGHORIE y colaboradores (1971) 
y de PATE en 1973. Parte del nitrôgeno absorbido se reduce 
en las raices (WALLACE et al, 1965); BOWERMAN et al, 1971), 
translocândose el resto a las hojas donde se reduce (CIIAN- 
TAROTWONG et al, 1976 ; RAVEN et al, 1975). Segûn PATE y co­
laboradores (1975) la distribuciôn de la reducciÔn puede al. 
terarse dependiendo de la fuente nitrogenada del medio ex­
terno. Por ejemplo, en 19 74 MUHAMMAD y colaboradores obser­
varon en plantas de arroz crecidas sobre nitratos absorblan este 
por las raices y lo translocaban a las hojas donde se llevaba a cabo
— Il­
ia reducciôn para entrar en combinaciôn orgânica; mientras 
que las plantas crecidas sobre amonio, el nitrôgeno absor- 
bido se reducîa en las raices en su totalidad. Por o.tra par 
te, HILL-COTTINGHAM (1979) considéra que el nitrôgeno cual- 
quiera que sea su origen, se reduce a compuestos nitrogena- 
dos anteriormente a su translocaciôn, dependiendo en cierta 
manera, la naturaleza del compuesto translocado de la fuen- 
te nitrogenada utilizada (IVANKO et al, 1971). Asî, IVANKO 
y MAXINOVA en 1974 observaron que plantas de Zea mays tran^ 
portaban principalmente glutamato cuando crecieron sobre ni. 
tratos, mientras que si lo habîan hecho sobre amonio era ni 
trôgeno en forma amida el compuesto fundamentalmente trans­
locado. Paralelamente, LEWIS en 1975 ha identificado ese —  
compuesto como glutamina; y en el mismo afto, BIDWELL consi- 
derô que era la asparraguina el compuesto principalmente —  
translocado en Leguminosas.
Parece évidente que todas o casi todas —  
las plantas superiores, en base a la bibliografîa consulta- 
da, presentan capacidad de asimilar amonio tanto via gluta­
mato deshidrogenasa como glutamina sintetasa; teniendo en - 
cuenta que los niveles de actividad de ambos enzimas dépen­
de n tanto de la fuente nitrogenada DUKE et al, 1979) como - 
de la concentraciôn de nitrôgeno del medio (RHODES et al, -
1976). En este sentido, en bacterias ME ERS, TEMPEST y BROVJN 
en 1970, observaron un descenso en los niveles de actividad 
glutamato deshidrogenasa cuando Klebsiella aerogenes crecîa 
sobre nitrates, auméntandose la sîntesis de glutamato en el 
caso de haber crecido sobre amonio. Por otra parte, el efec 
to represor del amonio sobre los niveles de actividad gluta 
mina sintetasa estâ bien caracterizado en Escherichia coli, 
presentando un claro efecto inhibior (CilNSBURG et al, 1973). 
Paralelamente, KRETGVICH y colaboradores (1970) en Chlorella 
pyrenoidosa observaron que los niveles de actividad glutama 
to deshidrogenasa ligada a NADP se incrementaban extraordi- 
nariamente por adiciôn de amonio al medio de cultive, repri 
miéndose en caso de suplementar con nitrate, observândose - 
lo contrario para el enzima dependiente de NAD. Resultados 
similares han obtenido TALLEY y colaboradores en otras ce—  
pas de Chlorella (1972). En plantas superiores, los trabajos 
realizados sobre la influencia del medio nitrogenado es mu- 
cho mener. En 1972, WEISSMAN, trabajando en raices de soja, 
observô un aumento en los niveles de actividad glutamato —
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deshidrogenasa dependiente de NAD en plantas crecidas sobre 
amonio frente a las crecidas sobre nitratos, determinando - 
una respuesta contraria para el enzima con especificidad —  
por NADP y para la glutamina sintetasa. De manera similar, 
KANAMORI y colaboradores (19,72) han observado el efecto es- 
timulante del amonio sobre el enzima glutamato deshidroge—  
nasa de raices de arroz; resultados anSlogos han encontrado 
KRETOVICH y colaboradores en raices de Pisum sativum, en se 
millas de Lupinus y en raices de Cucurbita pepo (1971,1972, 
1973, respectivamente); CHOU y colaboradores en tallos de 
Zea mays (1973); BARASH y colaboradores en hojas de Avena 
sativa L .; RHODES en hojas de Lemna minor; SIHAG y colabora 
dores en Pisum sativum (1979) entre otros.
Sobre la posible influencia de la tfuente 
nitrogenada, SHEPARD y THURMAN (1973) han sugerido que el - 
incremento observado en la actividad glutamato deshidrogena 
sa dependiente de NAD en plântulas de Lemna qibba al trans­
fer ir las de un medio con glutamato a otro con amonio podrla 
deberse a la sîntesis de novo del enzima, resultados no con 
cordantes con los obtenidos por JOY en 1971. Por otra parte, 
CALDAS y colaboradores, en 1976, en callos de rosa han detec 
tado la apariciôn de nuevos isoenzimas de la glutamato desh_i 
drogenasa como consecuencia del tratamiento con cunonio, al 
contrario de lo observado por BAYLEY y coladjoradores (1972) 
en plantas de soja y trigo.
1.3.- Influencia de la luz.
El control de la asimilaciôn del nitrôge
no realizado por la luz estâ suficientemente comprobado ---
(ASLAM et al, 1973, ASLAM et al, 1979; HEWITT, 1976; TRAVIS 
et al, 1970; BEEVERS et al, 19.69); sin embargo, no se ha lie 
gado a una homologîa de criterio sobre el tipo de control - 
ejercido por la luz, ya que algunas especies presentan reque 
rimientos de luz para llevar a cabo la asimilaciôn (SAWHNEY 
et al, 1978) mientras que otras especies la conllevan en -- 
oscuridad (RADIN, 1973; JONES et al, 1978).
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El control positivo de las actividades 
nitrato y nitrito reductasas por luz estâ suficientemente 
documentado (HAGEMAN et al, 1960; BEEVERS et al, 1965; —  
CANVIN et al , 1974) , habiéndose sugerido una regulaciôn 
similar para la glutamato sintasa (NEYRA y HAGEMAN, 1976).
La influencia de la luz sobre los nive­
les de actividad glutamato deshidrogenasa es mâs discutida. 
Distintos investigadores han encontrado los mayores nive­
les de actividad enzimâtica en oscuridad (HALBROCK y RAGG, 
1975; DEITZER et al, 1976; DUKE et al, 1977) . Contrariamen 
te, BROWN y HASLETT (19 72) han observado incrementos en -- 
los niveles de actividad glutamato deshidrogenasa en plan­
tas de cebada sometidas a la luz. Respuestas similares han 
obtenido KRETOVICH y colaboradores (1971), VANKOVA y cola­
boradores (1973) en Chlorella, SAIRAM en raices de Linum, 
e t c .
Al igual que en bacterias y levaduras 
(SHAPIRO y STADTMAN, 1970; SIMS, 1975) parece ser que los 
niveles de activiad glutamina sintetasa en plantas superio 
res se alteran en presencia de luz (STEWART et al, 1977; - 
RHODES et al, 1979). Asi por ejemplo, JORDAN y colaborado­
res observaron que la acumulaciôn de glutamina era del or- 
den de très veces superior en luz que en oscuridad, resul­
tados similares a los obtenidos por NAYLOR y TOLBERT en —  
1956. De igual manera, G IVAN en 1975 y 1976 sugiere que el 
ATP necesario para la actuaciôn de la glutamina sintetasa 
procédé de la fotofosforilaciôn. De esta manera, la luz ac- 
tuarîa como fuente de poder reductor a la vez que previene 
del agotamiento de ATP y glutamato que sôlo pueden ser res- 
tablecidos en presencia de luz (MITCHELL et al, 1975).
Los estudios realizados a partir del po£ 
tulado de LEA y MIFLIN en 1974 se han dirigido fundamental­
mente al anâlisis aislado de la glutamina sintetasa y de la 
glutamato sintasa, asî como a la influencia que las distin­
tas concentraciones de nitrato o amonio puedan ejercer sobre 
los enzimas asimilantes del amonio independiente.
-14-
La escasez de estudios comparados- de la 
glutamina sintetasa y de la glutamato deshidrogenasa, depen 
diente de NADll como de N A D P H , tanto a nivel simultaneo de - 
los dos ôrganos que realizan la asimilaciôn de nitratos ma- 
yoritariamente en relaciôn con el tipo de fuente nitrogena­
da (nitrato o amonio) asî como la respuesta a la concentra­
ciôn, nos sugiriô la posibilidad de este anâlisis buscando 
la existencia de una ruta dominante en la asimilaciôn o una 
posible complementariuad entre ambas a nivel de la plântula 
entera.
Por otra parte, la influencia que la luz 
pueda ejercer sobre la respuesta a la fuente nitrogenada no 
ha sido suficientemente estudiada dada la ausencia de biblio 
grafia encontrada. Esta interacciôn entre tan importantes - 
factores es el segundo objetivo del présente trabajo.
M A T E R I A L E S  Y M E T O D O S
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2.1.- Organisme utilizado y condiciones de cultivo.
El organisme utilizado para este trabajo 
ha sido Citrullus vulgaris L. variedad comercial reina.
El cultivo se llevô a cabo sobre arena - 
de cuarzo, lavada y esterilizada en plaças pétri en autocla 
ve durante 30 minutes, a una atmôsfera de presiôn, pasândo- 
las a continuaciôn a una estufa de secado Elecktro Helios, 
donde se mantuvieron durante 2 horas a 120s C.
Para evitar que el cultivo se contamina 
ra de hongos existentes en las cubiertas séminales, las se 
millas se esterilizaron superficialmente durante medio m i —  
nuto, con d o r u r e  mercûrico al 1 % , lavândolas a cqntinua- 
ci 6 n con alcohol absolute durante un minute hasta que el - 
agua de lavado no diô reacciones de dor u r e s .
Una vez terminados estes procesos de es- 
terilizaciôn, se procediô a la siembra de diez semillas en 
cada plaça, habiéndoseles producido una pequena escariosis 
y colocando en cada plaça 1 0 ml de disoluciôn nutritive, to- 
do elle en las condiciones mâs estrictas de esterilidad. La 
incubaciôn de las plaças se realizô a 26+ IQC en una estufa 
de cultivo y en oscuridad.
Como disoluciones nutritives se utiliza-
ron :
a ) .- agua destilada, en base a los estu­
dios de DUKE y colaboradores (1978) entre otros.
b) . - di soluciôn base de Hoagland, segCin
la composiciôn describe por HELLER (1969).
c).- variaciones en las concentraciones
de NH^ y NO^ cuyos limites permitidos para la acciôn de los
enzimas en estudio: glutamato deshidrogenasa y glutamina -- 
sintetasa, se eligieron en base a los trabajos de VELIKY —  
(1973) y WHETEREL y colaboradores (1976). Se utilizaron con 
centraciones de N O ^ , suplementado como NO^K, de 2 ImM y 99mM. 
Las concentraciones de NH^ utilizadas, adicionado como SO^ 
(NH^ ) 2  fueron 37mM y 75mM, incrementândose hasta 150mM dada 
la faite de respuesta diferencial obtenida con las concen­
traciones inferiores.
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2 . 2,-Condiciones de iluminaciôn.
Las semillas germinadas se iluminaron a 
partir del sexto dîa de germinaciôn en oscuridad con tubos 
fluorescentes de luz blanca, marca Sylvania F 20 /D de
40 watios, colocados a una distancia de la plântula tal que 
a su nivel, la energla radiante era de 1 2 0 0 0  erg.cm ^ .s ^ , 
manteniéndose durante todo el tiempo de tratamiento una tem 
peratura en la câmara de luz de 26± I QC. El tratamiento lu- 
minoso fue en rég^men de iluminaciôn continua.
2.3.- ObtenciÔn del extracto libre de células.
Las semillas, una vez lavadas en agua —  
destilada para quitarles las sales que pudieran haber queda 
do adheridas del medio, se despojaron de su tegumento exter 
no, y se separaron en dos lotes: cotiledones y raices. Una 
vez pesadas se maceraron en un mortero, suspendiendo el ma- 
cerado en tampôn Tris-CIH 0,IM pH 8,2 con L-cisteina 0,02M 
en caso de ensayar la actividad glutamato deshidrogenasa, ô 
en tampôn Tris-CIH 0,IM pH 7,5 si se ensayaba la actividad 
glutamina sintetasa, conteniendo, en este caso el tampôn, - 
EDTA, 0,5m . En cada caso se anadieron 10ml de tampôn por —  
gramo de peso fresco utilizado.
La suspensiôn se sonicô en un sonicador 
MSE-lOOw durante un minuto a 8000 micrones. Posteriormente, 
se contrifugô a 20000xg durante 20 minutes a 4SC en una cen 
trifuga, marca Beckman, modelo J2-21, pasando a continuaciôn 
el sobrenadante por un filtro millipore GS de 0,22 jj, consi. 
guiëndose asi el extracto libre de células.
2.4.- Determinaciôn de la actividad glutamato deshidrogenasa.
Los niveles de actividad glutamato deshi. 
grogenasa, tanto dependiente de NADH como de NADPH, se ensa 
yaron espectrofotométricamente siguiendo la oxidaciôn a 22sc 
del NADH ô NADPH a 340n m , en una mezcla de reacciôn que con- 
tenia : 20vimoles de a-ce.toglutarato, 240 ^moles de CINH^,
0,4 ymoles de N A D (PH)H , 0,5ml de extracto enzimâtico, y tam­
pôn Tris-CIH 0,IM pH 8,2 hasta completar un volûmen final de 
3ml.
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En todos los casos y ensayos realizados, 
se llevaron a cabo contrôles paralelos, en los que se supri 
mieron los distintos.substratos.
La actividad especifica glutamato deshi-* 
drogenasa se expresa como ADO^^^/mg de protelna/minuto. El 
descenso de densidad ôptica a 340 nm se midiÔ en un espec- 
trofotômetro marca Zeiss, modelo PM2 DL.
2.5.- Determinaciôn de la actividad glutamina sintetasa.
La actividad glutamina sintetasa se de- 
terminô midiendo la formaciôn de 'ï-glutamil hidroxamato for 
mado cuando se emplea hidroxilamina como substrato. Los ni­
veles de actividad se determinaron por una modificaciôn del 
método descrito por ELLIOT (1955) segûn los trabajos de —  
MARWAHA y colaboradores (1976).
La mezcla de reacciôn contenla: 0,6 ---
ymoles de ATP, 41,5 ymoles de glutamato sôdico. 0,3 ymoles 
de S0^Mg,3 ymoles de NH^OH neutralizada a pH 7,2 con NnOH - 
2N,0,3 ymoles de cisteina llevada a neutralidad con NaOH, - 
0,5ml de extracto enzimâtico, 0,5ml de tampôn Tris-ClU 0,IM 
pH 7,5, y agua destilada hasta completar un volumen final - 
de 3ml. La reacciôn se iniciaba por adiciôn del glutamato - 
sôdico. Después de 15 minutes de reacciôn a 30QC, el yhidro 
xamato formado se determinô anadiendo 1 ml de reactivo de - 
Cl^Fe preparado con C l ^ F e .6 H 2 O al 10% en CIH 0,2N, TCA al - 
24% y ClH 50% en volûmenes iguales. Inmediatamente después, 
los tubos de reacciôn y los contrôles se centrifugaron a -- 
5000xg durante 10 minutes. Posteriormente, se determinô la 
absorbancia a 540nm del sobrenadante, comparândose a conti­
nuaciôn con una recta patrôn de ^-glutamil hidroxamato for- 
mado bajo idénticas condiciones.
Paralelamente, se realizaron contrôles - 
en los cuales se hablan omitido separadamente ATP, enzima y 
glutamato sôdico.
Se define como unidad de actividad espe­
cif ica glutamina sintetasa, la formaciôn de un micromol de 
^(-glutamil hidroxamato formado por mg de protéina y por m i ­
nuto .
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2.6.- Determinaciôn de la cantidad de proteinas.
Las proteinas de los extractos libres de 
células se valoraron por el método de WARBURG y CHRISTIAN - 
de determinaciôn de la densidad ôptica de 260 y 230 nm a la 
soluciôn de proteinas de la forma descrita por LAYNE.
2.7.- Electroforesis de la glutamato deshidrogenasa.
Se realizô la electroforesis de la gluta 
mato deshidrogenasa en gel de poliacrilamida al 6,5%. Se -- 
llevô a cabo a 4q C segûn el método descrito por DAVIS (1960) 
utilizando tampôn Tris-Glicina pH 8,3 y una corriente de -- 
2mA por columna durante los primeros 15 minutos, y posterior 
mente de 5mA durante 30 minutos. Se utilizô como indicador 
frontal azul de bromofenol. Los isoenzimas de la glutamato 
deshidrogenasa se detectaron visualmente en los geles con - 
colorantes del tétrazolium (THURMAN et al, 1965). La mezcla 
de reacciôn contenla por ml: 5mg de âcido L-glutâmico, Img 
de NAD(P), 0,Img de 5-metilphenazinium methosulfato (PMS),
0,5mg de 3-(4,5-dimetil tiazolil-2) 2,5-difenil tétrazolium 
bromide (MTT) y tampôn Tris-CIH 0,IM pH 0,2.
Paralelamente se realizaron contrôles, - 
en los cuales se habîan omitido en la mezcla de reacciôn —  
NAD(P), PMS ô âcido L-glutâmico, observândose que en estos 
casos no ocurrîa la deposiciôn de formazân.
De manera similar, se realizô la electro 
foresis de la glutamina sintetasa segûn el método descrito 
por BARRAT (1980) ûnico encontrado en la bibliografîa, no - 
detectândose la apariciôn de bandas isoenzimâticas.
2.8.- Utilizaciôn de inhibidores de la sîntesis de proteinas.
Las plântulas crecidas durante seis dîas 
en oscuridad fueron seccionadas por el hipocotilo en su in- 
serciôn tanto con los cotiledones como con las raices. Estos 
dos ûltimos ôrganos, asî obtenidos, se mantuvieron en sus—  
pensiôn durante 24 horas en presencia del inhibidor de sîn­
tesis de proteinas, bien sometidos a tratamiento oscuro o - 
bien iluminados con luz blanca continua. En todos los casos 
se ensayaron los niveles de actividad glutamato deshidroge­
nasa y glutamina sintetasa. Los inhibidores de sîntesis de
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proteînas utilizados fueron: actinomicina D, inhibidor a ni 
vel de la transcripciôn por formaciôn de complejos con el - 
DNA mediante puentes de hidrôgeno con los residuos desoxi- 
guanina del âcido nucléico; y cicloheximida o cloranfenicol, 
inhibidores de la sîntesis a nivel de traducciôn, el prime- 
ro a nivel de los ribosomas 80S de las células eucariôticas 
y el segundo a nivel de los ribosomas 70S de las procariôti 
cas y 80S de cloroplastos y mitocondrias. Las concentracio­
nes de inhibidores de sîntesis protéica utilizados fueron - 
actinomicina D 20 yg/ml, cicloheximida 150yg/ml y cloranfe­
nicol 2 0 0 yg/ml.
R E S U  L T A D O S
- 2 0 -
3.1. Control de los niveles de actividad gxutamato deshidro 
genasa en plântulas crecidas en oscuridad continua depen—  
diendo de la fuente nitrogenada del medio de incubaciôn.
Se han estudiado los niveles de activj. 
dad glutamato deshidrogenasa, tanto NADH como NADPH depen 
dientes en plântulas de Citrullus vulgaris crecidas en régi 
men de oscuridad continua a lo largo de ocho dias, determi- 
nândose los niveles de actividad enzimâtica a intervalos de 
24 horas, tanto en cotiledones como en raices, El medio nu- 
tritivo contenla como fuente nitrogenada bien nitratos (21nM, 
75 mM 6  99mM) o bien amonio (37mM, 75mM 6 150mM). El tiempo 
cero corresponde a la semi 1 1 a compléta después de hora y me 
dia de imbidicién, no diferenciândose, hasta el tercer dia, 
suficientemente los ôrganos de la planta.
3.1.1,- Acciôn de los nitratos sobre los niveles de activi­
dad glutamato deshidrogenasa.
En cotiledones, la actividad glutamato - 
deshidrogenasa dependiente de NADH (Figura 1) alcanza los - 
mayores niveles cuando se utiliza nitrato 21mM frente a los 
inferiores obtenidos en el caso de utilizar nitrato 99mM, - 
alcanzândose valores intermedios con nitrato 7 5mM, siendo - 
los mayores los obtenidos de las plântulas crecidas en agua, 
fundamentalmente a partir del quinto dia de germinaciôn. La 
actividad plutamato deshidrogenasa ligada a NADPH (Figura - 
2 ) no se ve afectada significativamente por el aumento de - 
la concentraciôn de nitratos en el medio de incubaciôn, ni - 
siquiera durante los ûltimos dIas de tratamiento.
Los niveles de actividad glutamato deshi 
drogenasa despendiente de NADH (Figura 1) son del orden de 
cinco a diez veces superiores a los encontrados para el en­
zima que utiliza NADPH (Figura 2).
Desde el momento en que puede considerar 
se diferenciada la raiz, tercer dia de tratamiento, los ni­
veles de actividad enzimâtica dependiente de NADH (Figura 3) 
experimentan un aumento hasta el quinto dia para las creci­
das sobre nitratos 21mM y 75mM, alcanzândose los mayores ni. 
veles en el primer caso y descendiendo drasticamente hasta
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Figura 1.- Actividad especifica glutamato deshidrogenasa —  
dependiente de NADH en cotiledones de plântulas 
crecidas en oscuridad continua durante un perio- 
do de ocho dias. Las concentraciones de nitratos 
del medio utilizado fueron: 2ImM (o— o ) , 75mM 
(■— ■) , 99mM (•— •) y agua (x— —x) .
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Figura 2.- Actividad especifica glutamato deshidrogenasa de 
pendiente de NADPH en cotiledones de plântulas - 
crecidas en oscuridad continua durante un perlo- 
do de ocho dias. Las concentraciones de nitratos
utilizadas fueron: 21mM (o— o) , 75mM (n a),
99mM (•-- •) y agua (x x) .
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el final del tratamiento; por el contrario, la utilizaciôn 
de nitrato 99mM provoca los menores niveles de actividad -- 
enzimâtica, pero estables a lo largo de todo el tiempo de - 
experimentaciôn salvo en el ûltimo dîa, que sufre un marca- 
do descanso. Los mayores niveles de actividad glutamato de^ 
hidrogenasa ligada a NADH obtenidos al final del tratamiento 
son inversos a las concentraciones del medio, similar a lo 
obtenido en cotiledones.
Cuando el enzima utilizaba NADPH como -- 
cofactor (Figura 4), los mayores niveles de actividad glu- 
tante deshidrogenasa se alcanzaron en raices de plântulas - 
crecidas sobre nitrato 99mM, experimentando un aumento pau- 
latino a lo largo de los dîas de tratamiento; mientras que 
las crecidas sobre NO^ 2ImM y 75mM experimentaban un drâsti 
co aumento entre el tercer y cuarto dîa de crecimiento des­
cendiendo ligeramente los niveles de actividad enzimâtica - 
de las crecidas sobre nitratos 2 ImM, siendo mâs acusado en 
las crecidas sobre 75mM.
Los niveles de actividad glutamato deshi. 
drogenasa NADH dependiente (Figura 3) son del orden de cin­
co a vein te veces superiores a los encontrados para el enzj. 
ma ligado a NADPH (Figura 4).
Los niveles de actividad enzimâtica mâx^ 
mos alcanzados en cotiledones por el enzima dependiente de 
NADH son siempre inferiores a veinte miliunidades, en tanto 
que en raices se alcanzan niveles de actividad glutamato —  
deshidrogenasa de hasta 300 miliunidades. De forma similar, 
losmayores niveles de actividad glutamato deshidrogenasa ob 
tenidos para el enzima dependiente de NADPH en cotiledones 
son inferiores a très miliunidades frente a las cincuenta - 
miliunidades obtenidas en raices.
3.1.2.- Influencia del amonio sobre los niveles de actividad 
glutamato deshidrogenasa.
En cotiledones (Figura 5), para la con—  
centraciôn mâs baja de amonio, a partir del segundo dîa de 
experimentaciôn se mantienen constantes los niveles de act i. 
vidad glutamato deshidrogenasa dependiente de NADH, mientras
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Figura 3.- Actividad especifica glutamato deshidrogenasa de 
pendiente de NADH en raices de plântulas creci­
das en oscuridad continua durante un periodo de 
ocho dias. Las concentraciones de nitratos utili
V
zados fueron: 2lmM (o o) , 75mM (■— ■) , 99inM
(•---•) y agua (x x) .
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Figura 4.- Actividad especifica glutamato deshidrogenasa de 
pendiente de NADPH en raices de plântulas creci­
das en oscuridad continua durante un periodo de 
ocho dîas. Las concentraciones de nitrato utili­
zadas fueron: 2ImM (o o) , 75mM (■— ■) , 99Mm
(•-- #) y agua (x x) .
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Figura 5.- Actividad especifica glutamato deshidrogenasa - 
dependiente de NADH en cotiledones de plântulas 
crecidas en oscuridad continua durante un periodo 
de ocho dias. Las concentraciones de amonio uti­
lizadas fueron: 37mM (A— A), 75mM (■-- ■) , iSOmM
(A A) y agua (x x) ,
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Figura 6 .- Actividad especifica glutamato deshidrogenasa de 
pendiente de NADPH en cotiledones de plântulas - 
crecidas en oscuridad continua durante un perio­
do de ocho dias. Las concentraciones de amonio -
utilizadas fueron: 37mM (A A) , 75mM (a— a),
ISOmM (A A) y agua (x x) .
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que tanto para las crecidas en agua como sobre los otros —  
dos medioE utilizados sufren un incremento, practicamente - 
hasta el final del tratamiento. Los niveles de actividad en 
zimStica son significativamente superiores cuando se utili­
za amonio ISOmM y 75mM frente a los obtenidos con la concen 
traciôn mâs baja de amonio y el agua. Resultados similares 
son los obtenidos cuando el enzima utiliza NADPH como cofec
tor (Figura 6 ). Los niveles de actividad glutamato deshidro
genasa ligada a NADPH son del orden de aproximadamente seis 
veces inferiores a los obtenidos con NADH.
Los niveles de actividad glutamato deshj. 
drogenasa dependiente de NADH detectados en raices (Figura 
7) presentan un mâximo de actividad al quinto dîa para el - 
medio con amonio 37mM, mientras que para las otras dos con­
centraciones de amonio utilizadas lo presentan al séptimo - 
dîa de experimentaciôn, a partir del cual los mayores nive­
les de actividad enzimâtica se obtienen para la mâxima con­
centraciôn de amonio. El comportamiento de las plântulas - 
crecidas en agua es similar al de las crecidas en la concen
traciôn mâs baja de amonio.
Los niveles de actividad glptamato desh^ 
drogenasa dependiente de NADPH (Figura 8 ) experimentan un - 
aumento paulatino a lo largo de los dîas de tratamiento, - 
hasta el séptimo dîa, para todos los medios utilizados, de- 
creciendo durante el ûltimo dîa de experimentaciôn para las 
mayores concentraciones de amonio.
Los niveles mâximos de actividad enzimâ­
tica dependiente de NADPH son siempre inferiores a cincuen­
ta miliunidades (Figura 8 ), en tanto que para el enzima li­
gado a NADH llega a alcanzar hasta las trecientas miliu­
nidades .
En cotiledones, los niveles de actividad 
glutamato deshidrogenasa dependiente de NADH son del orden 
de aproximadamente ocho veces inferiores que para el enzima 
de raices. Resultado similar al obtenido para el enzima li­
gado a NAD P H .
3.2.- Control de los niveles de actividad glutamina sinteta 
sa en plântulas crecidas en oscuridad continua dependiendo 
de la fuente nitrogenada del medio de incubaciôn.
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Figura 7.- Actividad especifica glutamato deshidrogenasa de 
pendiente de NADH en raices de plântulas creci­
das en oscuridad continua durante un periodo de 
ocho dias. Las concentraciones de amonio utiliza
das fueron: 37mM (A— A) , 75mM (a a) , 150mM
(A— A) y agua (x x) .
-30-
BO
30
10
41 2 3 5 6 87
DIAS EN OSCURIDAD
Figura 8 .- Actividad especifica glutamato deshidrogenasa de 
pendiente de NADPH en raices de plântulas creci­
das en oscuridad continua durante un periodo de 
ocho dias. Las concentraciones de amonio utiliza
das fueron: 37mM (û— ù) , 75mM (a □) , IBOmM
(A A) y agua (x x) .
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Se han estudiado los niveles de activi- 
i dad glutamina sintetasa en plântulas de Citrullus vulgaris 
siguiendo el mismo protocolo al descrito para la glutamato 
deshidrogenasa es el apartado 3.1.
3.2.1.- Influencia de los nitratos sobre los niveles de ac­
tividad glutamina sintetasa.
En cotiledones (Figura 9) se observa un 
descenso generalizado en los niveles de actividad glutamina 
sintetasa hasta el tercer dia para las plântulas crecidas - 
sobre las mayores concentraciones de nitratos y sobre agua, 
y hasta el quinto dîa para las menores concentraciones, a - 
partir de los cuales se mantienen constantes. Los mayores - 
niveles de actividad enzimâtica a lo largo de todo el tiem­
po de tratamiento, se obtienen para nitrato 99mM, frente a 
las otras dos concentraciones de nitrato utilizadas.
En raices (Figura 10), los niveles de ac 
tividad glutamina sintetasa presentan un descenso en todos 
los casos hasta el quinto dîa, a partir del cual se mantie­
nen constantes. No se observan diferencias apreciables en - 
los niveles de actividad enzimâtica con las distintas con­
centraciones de nitrato utilizados.
3.2.2.- Acciôn del amonio sobre los niveles de actividad —  
glutamina sintetasa.
En cotiledones (Figura 11) los niveles - 
de actividad glutamina sintetasa descienden hasta el cuarto 
dîa de tratamiento, a partir del cual se mantienen mâs o me 
nos constantes hasta el final. A lo largo de todo el tiempo 
de experimentaciôn, en lîneas generates, los mayores nive­
les de actividad enzimâtica corresponden a las menores con­
centraciones de amonio, disminuyendo a medida que aumenta - 
su concentraciôn.
En raices (Figura 12), el descenso en - 
los niveles de actividad glutamina sintetasa es progresivo 
durante todo el periodo de experimentaciôn, siendo mâs acu­
sado entre los dîas tercero y sexto. Los mayores niveles de 
actividad enzimâtica a lo largo de todo el tiempo de expe-
- 3 2 -
1
<
Z
lU
ë
cc
Q_
Io
<
5
oc
OIL
O
Xo
oc
9
X
0,050 -o
0
1
1 2 3 4 5 6 7 8
DIAS EN OSCURIDAD
Figura 9.- Actividad especifica glutamina sintetasa en coti 
ledones de plântulas crecidas en oscuridad duran 
te un periodo de ocho dias. Las concentraciones
de nitrato utilizadas fueron: 21mM (o o) , 75itiM
(■-- ■) / 99mM (•---•) y agua (x x) .
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Figura 10.- Actividad especif ica glutamina sintetasa en ra_i 
ces de plântulas crecidas en oscuridad durante 
un periodo de ocho d i a s . Las concentraciones de
nitrato utilizadas fueron: 2lmM (o o) , 75mM —
(■---■) , 99mM (•--- •) y agua (x x) ,
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Figura 11.- Actividad especlfica glutamina sintetasa en co- 
tiledones de plântulas crecidas en oscuridad du 
rante un période de echo dias. Las concentracio
nés de amonio utilizadas fueron: 37mM (A A),
75mM (□ o) , ISOmM (A A) y agua (x— - — x) .
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Figura 12.- Actividad especîfica glutamina sintetasa en rai 
ces de plântulas crecidas en oscuridad durante 
un période de ocho dîas. Las concentraciones de
amonio utilizadas fueron: 37mM (A A), 75mM —
(□ a) , ISOmM (A A) y agua (x x) .
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rimentaciôn, vuelven a corresponder a las menores concentra 
clones de amonio, disminuyendo progrèsivamente al ir aumen- 
tando la concentraciôn de amonio en el medio de incubaciôn.
3.3.- Influencia de la luz sobre los niveles de actividad - 
glutamato deshidrogenasa.
Las plântulas crecidas durante seis dîas 
en oscuridad, se sometieron a très tipos de tratamiento lu- 
minosos:
-iluminaciôn con luz blanca continua du­
rante cinco dias consécutives.
-iluminaciôn con luz blanca continua du­
rante dos dias, transfiriéndose a continuaciôn a oscuridad, 
donde permanecieron très di a s .
-iluminaciôn con luz blanca continua du­
rante dos dias, seguide de un dia de oscuridad y pasando las 
plântulas nuevamente a tratamiento con luz blanca durante - 
très dias consécutives.
3.3.1.- Efecto de la luz sobre los niveles de activiflad glu 
tamato deshidrogenasa de plântulas crecidas sobre nitrates.
En cotiledones, la actividad glutamato - 
deshidrogenasa dependiente de NADH (Figura 13) présenta un 
mâximo al segundo dIa de iluminaciôn con luz blanca para - 
las plântulas crecidas sobre nitrate 21mM, mientras que pa­
ra el agua le presentan al tercer dia, descendiendo poste- 
riormente hasta el final del tratamiento. Por el contrario, 
las crecidas sobre la mayor concentraciôn de nitrate exper^ 
mentan un aumento continue a le largo de todo el tiempo de 
tratamiento, al final del cual presentan los mayores nive­
les de actividad glutamato deshidrogenasa.
Cupndo el enzima utiliza NADPH como co- 
factor (Figura 14) ,los niveles de actividad glutamato des­
hidrogenasa presentan el mismo comportamiento que en el ca- 
so anterior, salvo la de plântulas crecidas en agua que pre 
sentan los menores niveles de actividad enzimâtica. Los ni­
veles de actividad glutamato deshidrogenasa dependiente de 
NADPH no superan las cinco miliunidades, frente a los encon 
trados para el enzima ligado a NADH que son siempre superio 
res a esa cantidad.
-37-
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Figura 13.- Actividad especîfica glutamato deshidrogenasa - 
dependiente de NADH en cotiledones de plântulas 
crecidas durante seis dias en oscuridad, someti 
das a luz blanca continua durante cinco dias. - 
^ Las concentraciones de nitrato utilizadas fue­
ron: 21mM (o o) , 99mM (• •) y agua (x---- x) .
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Figura 14.- Actividad especîfica glutamato deshidrogenasa - 
dependiente de NADPH en cotiledones de plântu­
las crecidas durante seis dîas en oscuridad, so 
metidas a luz blanca continua durante cinco --- 
dias. Las concentraciones de nitrato utilizadas
fueron: 2 ImM (o o) , 99mM (•----•) y agua
(X X) .
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Los niveles de actividad glutamato deshi 
drogenasa dependiente de NADH (Figura 15) experimentan un - 
marcado descenso en el primer dia de iluminaciôn con luz - 
blanca independientemente del medio utilizado, manteniéndo- 
se a partir de entonces en las raices de plântulas crecidas 
sobre nitrato 2 1 mM y agua, obteniéndose los mayores niveles 
de actividad enzimâtica durante todo el tiempo de tratamien 
to cuando crecieron sobre nitrato 99mM. Para el enzima liga 
do a NADPH (Figura 16}, luz blanca provoca un mantenimiento 
en los niveles de actividad glutamato deshidrogenasa hasta . 
aproximadamente el tercer dia de tratamiento,a partir del -- 
cual en las plântulas crecidas sobre agua y el medio menos 
concentrado sufren un marcado descenso frente a las manteni. 
das en nitrato 99mM que mantienen los mâximos niveles de - 
actividad enzimâtica a lo largo de todo el tiempo de expe- 
rimentaciôn.
Los niveles de actividad glutamato deshi 
drogenasa dependiente de NADH en raices son siempre superio 
res a cincuenta miliunidades, mientras que para el enzima - 
ligado a NADPH no superan las cuarenta y cinco miliunidades.
En cotiledones, los niveles de actividad 
enzimâtica dependiente de NADH son siempre inferiores a cua 
renta miliunidades, en tanto que en raices se alcanzan nive 
les de actividad glutamato deshidrogenasa de hasta trescien 
tas miliunidades. De forma similar, los niveles de activi­
dad del enzima ligado a NADPH en cotiledones son inferiores 
a cuatro miliunidades, mientras que en raices alcanza como 
minimo cinco miliunidades.
En cotiledones, los niveles de actividad 
glutamato deshidrogenasadependiente de NADH (Figura 17) su­
fren un marcado aumento cuando se transfieren de nuevo a os 
curidad después de dos dias de iluminaciôn con luz blanca, 
descendiendo al cuarto dia de tratamiento en el caso de plân 
tulas crecidas en agua, mientras que las crecidas en nitra­
to 2 ImM y 99mM mantienen niveles hasta el final del tiempo 
de experimentaciôn. Resultados similares se obtienen para - 
el enzima que utiliza NADPH (Figura 18).
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Figura 15.- Actividad especîfica glutamato deshidrogenasa - 
dependiente de NADU en raices de plântulas cre­
cidas durante seis dîas en oscuridad, sometidas 
a luz blanca continua durante cinco d i a s . Las - 
concentraciones de nitrato utilizadas fueron:
2 ImM (o o) , 99mM (•----•) y agua (x x) .
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Figura 16.- Actividad especîfica glutamato deshidrogenasa
dependiente de NADPH en raices de plântulas ere 
cidas durante seis dias en oscuridad, sometidas 
a luz blanca continua durante cinco dias. Las - 
concentraciones de nitrato utilizadas fueron;
2ImM (o o) , 99mM (•----•) y agua (x x) .
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Figura 17.- Actividad especîfica glutamato deshidrogenasa - 
dependiente de NADH en cotiledones de plântulas 
crecidas durante seis dias en oscuridad, some- 
tiéndolas a dos dias de iluminaciôn con luz -- 
blanca y a tres dias de tratamiento oscuro a - 
continuaciôn. Las concentraciones de nitrato —
utilizadas fueron: 2ImM (o o) , 99mM (•----•) y
agua (x x) .
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Figura 18.- Actividad especîfica glutamato deshidrogenasa - 
dependiente de NADPH en cotiledones de plântu­
las crecidas durante seis dias en oscuridad, so 
metiéndolas a dos dias de iluminaciôn con luz - 
blanca y a tres dias de tratamiento oscuro a - 
continuaciôn. Las concentraciones de nitrato -
utilizadas fueron : 2ImM (o o) , 99mM (•----•) y
agua (x x) .
— 4 4 ~
Los niveles de actividad glutamato deshidrogenasa dependien 
te de NADPH son del orden de aproximadamente cinco veces in 
feriores a los obtenidos con NADH (Figura 17).
En raices, la oscuridad provoca un aumen 
to en los niveles de actividad enzimâtica dependiente de - 
NADH (Figura 19) al tercer dia de tratamiento, a partir del 
cual experimentan un descenso, mâs marcado en el caso de - 
utilizer nitrato 99mM. Para el enzima ligado a NADPH (Figu­
ra 20), se obtienen resultados similares a los anteriores, 
pero consiguiendo como mâximo cuarenta miliunidades frente 
a las cincuenta miliunidades obtenidas como minimo para el 
enzima que utiliza NADH.
Los niveles de actividad glutamato deshj. 
drogenasa NADH dependiente alcanzados en cotiledones son va 
rias veces inferiores a los encontrados en raices, al igual 
que los encontrados para el enzima que utiliza NADPH.
Cuando se intercala un dia de oscuridad 
entre el segundo y tercer dia de tratamiento con luz blanca 
continua, los niveles de actividad glutamato deshidrogenasa 
dependiente de NADH en cotiledones (Figura 21) experimentan 
un aumento hasta aproximadamente el cuarto dia de experimen 
taciôn, a partir del cual sufren un ligero descenso en las 
plântulas crecidas sobre agua y sobre nitrato 2ImM, mien-- 
tras que las crecidas sobre nitrato 99mM sufren un aumento 
a lo largo de todo el tiempo de tratamiento. Resultados si­
milares se obtienen cuando el enzima utiliza NADPH (Figura
22), siendo los mayores niveles de actividad enzimâtica los 
obtenidos de plântulas crecidas sobre nitrato 2 ImM, y los - 
menores para las crecidas sobre nitrato 99mM. Los niveles - 
de actividad glutamato deshidrogenasa dependiente de NADH - 
son siempre superlores a cinco miliunidades, en tanto que - 
para el enzima ligado a NADPH no superan ese valor.
En raices de plântulas sometidas al mis­
mo tratamiento que en el caso anterior, los niveles de acti. 
vidad glutamato deshidrogenasa dependiente de NADH (Figura
23) experimentan un aumento que se mantiene hasta el final 
del tiempo de tratamiento en el caso de haber crecido sobre 
nitrato 99mM, al someterlas de nuevo a iluminaciôn con luz 
blanca; en tanto que las plântulas crecidas sobre nitrato -
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Figura 19.- Actividad especîfica glutamato deshidrogenasa - 
dependiente de NADH en raices de plântulas cre­
cidas durante seis dias en oscuridad, sometién- 
dolas a continuaciôn a dos dias de iluminaciôn 
con luz blanca continua y a tres dias de trata­
miento oscuro. Las concentraciones de nitrato -
utilizadas fueron: 2 ImM (o o) , 99mM (• •) ,
y agua (x x) .
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Figura 20.- Actividad especîfica glutamato deshidrogenasa - 
dependiente de NADPH en raices de plântulas ere 
cidas durante seis dîas en oscuridad, sometién- 
dolas a dos dîas de iluminaciôn con luz blanca 
y a tres dîas de tratamiento oscuro a continua­
ciôn. Las concentraciones de nitrato utilizadas 
fueron: 2 ImM (o o) , 99mM (•----•) y agua (x---- x)
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Figura 21.- Actividad especîfica glutamato deshidrogenasa - 
dependiente de NADH en cotiledones de plântulas 
crecidas durante seis dias en oscuridad sometién 
dolas a tratamiento de luz blanca durante sis - 
dias, en el que se intercalô un période oscuro 
de 24 horas entre el segundo y tercer dia de - 
tratamiento. Las concentraciones de amonio uti­
lizadas fueron: 2 ImM (o o) , 99mM {•---- •) y —
agua (x x) .
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Figura 22.- Actividad especîfica glutamato deshidrogenasa - 
dependiente de NADPH en cotiledones de plântu­
las que habîan crecido durante seis dîas en os­
curidad, sometiéndolas a tratamiento de ilumi­
naciôn con luz blanca durante seis dîas, en el 
que se intercalô un période oscuro de 24 horas 
entre el segundo y tercer dîas de tratamiento. 
Las concentraciones de nitrato utilizadas fue­
ron: 2 ImM (o o) , 99mM (•----•) y agua (x x) .
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2ImM y agua sufreg un descenso en sus niveles de actividad 
enzimâtica hasta el final del tratamiento. Los mayores nive 
les de actividad glutamato deshidrogenasa dependiente de —  
NADH se alcanzan con la concentraciôn mâs elevada de nitra­
tes. Cuando el enzima utiliza NADPH como cofactor (Figura -
24), el nuevo sometimiento a luz blanca se traduce en un - 
mantenimiento en los niveles de actividad enzimâtica, corres- 
pondiendo los mayores a la concentraciôn mayor de nitrato - 
y los menores para el agua, al igual a lo observado para el 
enzima ligado a NADH pero con niveles de actividad enzimâti. 
ca que no sobrepasan las cincuenta miliunidades.
3.3.2.- Efecto de la luz sobre los niveles de actividad glu 
tamato deshidrogenasa de plântulas crecidas sobre amonio.
En cotiledones, los niveles de actividad 
glutamato deshidrogenasa dependiente de NADH (Figura 25) ex 
perimentan un ligero descenso en el primer dia de ilumina­
ciôn con luz blanca continua cuando las plântulas crecieron 
sobre amonio 150 mM, al contrario de lo observado para las 
crecidas sobre amonio 37mM, que sufren un ligero aumento en 
el primer dia de iluminaciôn con luz blanca, aûn asl alcan­
za ndo los menores niveles de actividad enzimâtica. Cuando - 
el enzima utiliza NADPH (Figura 26), los niveles de activi­
dad glutamato deshidrogenasa se mantienen constantes a lo - 
largo de todo el tiempo de tratamiento, obteniéndose los ma 
yores niveles de actividad enzimâtica para las plântulas - 
crecidas sobre amonio 150mM.
Los niveles de actividad glutamato desh_i 
drogenasa dependiente de NADH son siempre superiores a cin­
co miliunidades, en tanto que para el enzima ligado a NADPH 
no superan nunca ese valor.
En raices, los niveles de actividad glu­
tamato deshidrogenasa dependiente de NADH (Figura 27) sufren 
un drâstico aumento durante el primer dia de iluminaciôn con 
luz blanca de plântulas crecidas sobre amonio 37mM, descen­
diendo a continuaciôn hasta el final del tratamiento; en -- 
tanto que las plântulas crecidas sobre agua y amonio 150mM 
experimentan un marcado. descenso en los niveles de activi­
dad enzimâtica durante el primer dia de iluminaciôn, descen
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Figura 2 3.- Actividad especîfica glutamato deshidrogenasa - 
dependiente de NADH en raices de plSntulas que 
hablan crecido durante seis dîaë en oscuridad, 
sometiéndolas a tratamiento con luz blanca con­
tinua durante seis dias, en el que se intercalé 
un periodo oscuro de 24 horas entre el segundo 
y tercer dias de tratamiento. Las concentracio­
nes de nitrato utilizadas fueron: 21mM (o o) ,
99mM {•---- •) y agua (x x) .
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Figura 24.- Actividad especîfica glutamato deshidrogenasa - 
dependiente de NADPH en raices de plântulas ere 
cidas durante seis dias en oscuridad, sometién­
dolas a continuaciôn a tratamiento con luz blan 
ca durante seis dias, en el que se intercalô un 
periodo oscuro de 24 horas entre el segundo y - 
tercer dias de tratamiento. Las concentraciones
de nitrato utilizadas fueron: 2ImM (o o) , 99mM
(•---- •) y agua (x x) .
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Figura 25.- Actividad especîfica glutamato deshidrogenasa - 
dependiente de NADH en cotiledones de plântulas 
crecidas durante seis dias en oscuridad, someti. 
das a luz blanca continua durante cinco dias. - 
h a s .concentraciones de amonio utilizadas fueron: 
37mM (A A) , 15OmM (A A) y agua (x x) .
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Figura 26.- Actividad especîfica glutamato deshidrogenasa - 
dependiente de NADPH en cotiledones de plântulas 
crecidas durante seis dias en oscuridad, someti. 
das a luz blanca continua durante cinco dias. - 
Las concentraciones de amonio utilizadas fueron: 
(Û A) , ISOmM (A A) y agua (X x) .
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so que se atenûa y mantiene hasta el final del tiempo de ex 
perimentaciôn. Los mayores niveles de actividad glutamato - 
deshidrogenasa dependiente de NADH se obtienen en plântulas 
crecidas sobre amonio 37itiM. Resultados similares, pero me­
nos acentuados se obtienen para el enzima ligado a NADPH —  
(Figura 28) aunque los niveles de actividad enzimâtica al­
canzados no superan las treinta miliunidades frente a las - 
cincuenta miliunidades encontradas como minimo para la glu­
tamato deshidrogenasa que utiliza NADH como cofactor.
En cotiledones, el tratamiento con oscu­
ridad continua después de dos dias de iluminaciôn con luz - 
blanca se traduce en un aumento en los niveles de actividad 
glutamato deshidrogenasa dependiente de NADH (Figura 29), - 
mâs marcado para el enzima de plântulas crecidas sobre amo­
nio 150mM donde se alcanzan los mayores niveles de actividad 
enzimâtica. Resultados similares se han obtenido para el en 
zima ligado a NADPH (Figura 30), que alcanza como mâximo - 
niveles de actividad enzimâtica de aproximadamente cinco mi 
liunidades frente a las cuarenta y cinco detectadas para el 
enzima dependiente de NADH.
En raices (Figura 31), la transferencia 
de las plântulas a oscuridad después del tratamiento con -- 
luz blanca provoca un aumento en los niveles de actividad - 
glutamato deshidrogenasa dependiente de NADH, que mâs o m e ­
nos se mantiene hasta el final del tiempo de expérimenta—  
ciôn, alcanzândose los mayores niveles de actividad enzimâ­
tica para las plântulas crecidas sobre amonio 37mM. Cuando 
el enzima utiliza NADPH (Figura 32) el paso de luz a oscuri 
dad se traduce en un aumento en los nivels de actividad en­
zimâtica durante los dos primeros dias de tratamiento oscu­
ro, descendiendo posteriormente. Los niveles de motividad - 
glutamato deshidrogenasa ligada a NADH superan las cincuen­
ta miliunidades, en tanto que para el enzima que utiliza —  
NADH no excede esa cantidad.
Cuando las plântulas se sometieron a luz 
blanca continua con un periodo intermedio de oscuridad, los 
niveles de actividad glutamato deshidrogenasa dependiente - 
de NADH (Figura 33) en cotiledones sufren un ligero aumento, 
obteniéndose los mayores niveles de actividad enzimâtica —
-55-
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Figura 27.- Actividad especîfica glutamato deshidrogenasa - 
dependiente de NADH en raices de plântulas cre­
cidas en oscuridad, sometidas a luz blanca du­
rante cinco dias. Las concentraciones de amonio
utilizadas fueron: 37mM (A A), 150mM (A A)
y agua (* x) ,
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Figura 28.- Actividad especîfica glutamato deshidrogenasa - 
dependiente de NADPH en raîces de plântulas ere 
cidas durante seis dîas en oscuridad, sometidas 
a luz blanca continua durante cinco dîas. Las - 
concentraciones de amonio utilizadas fueron: - 
37mM (A A) , ISOmM (A A) y agua (x x) .
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Figura 29.- Actividad especîfica glutamato deshidrogenasa - 
dependiente de NADH en cotiledones de plântulas 
que habîan crecido durante seis dîas en oscuri­
dad, somediéndolas a dos dîas de iluminaciôn - 
con luz blanca y a tres dîas de tratamiento os ­
curo a continuaciôn. Las concentraciones de amo
nio utilizadas fueron: 37mM (û A ) , ISOmM
(A A) y agua (x x) .
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Figura 30.- Actividad especîfica glutamato deshidrogenasa - 
dependiente de NADPH en cotiledones de plântu­
las que habîan crecido durante seis dîas en os­
curidad, sometiéndolas a dos dîas de ilumina­
ciôn con luz blanca y a tres dîas de tratamien­
to oscuro a continuaciôn. Las concentraciones -
de amonio utilizadas fueron: 37mM (A A) ,
ISOmM (A A) y agua (x x) .
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Figura 31.- Actividad especîfica glutamato deshidrogenasa - 
dependiente de NADH en raices de plântulas ere- 
cidas durante seis dias en oscuridad, sometién- 
dolas a dos dias de iluminaciôn con luz blanca 
y a tres dlas de tratamiento oscuro a continua- 
cl6n. Las concentraciones de amonio utilizadas 
fueron; 37ntf4 (A A) , iSOmM (A A) y agua
(X X) .
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Figura 32.- Actividad especîfica glutamato deshidrogenasa - 
dependiente de NADPH en raices de plântulas ere 
cidas durante seis dîas en oscuridad, sometiéndo 
las a continuacidn a dos dlas de iluminaciôn - 
con luz blanca y a tres dias de tratamiento os­
curo. Las concentraciones de amonio utilizadas 
fueron: 37mM (A A) , ISOmM (A— — A) y agua —
(X---- X) .
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para la mayor concentraciôn de amonio utilizada. Resultados 
similares se obtuvieron para el enzima que utiliza NADPH —  
(Figura 34), aunque no sobrepasan las cinco miliunidades en 
tanto que para el enzima ligado a NADH eran siempre supe—  
riores.
En raices, los niveles de actividad glu­
tamato deshidrogenasa dependiente de NADH (Figura 35) su—  
fren un marcado descenso .cuando plântulas crecidas sobre —  
agua y amonio ISOmM se sometieron de nuevo a iluminaciôn -- 
con luz blanca continua, mientras que las plântulas que cre 
cieron sobre amonio 37mM sufren un ligero aumento para des­
cender a continuaciôn, alcanzando los mayores niveles de ac 
tividad enzimâtica. Los niveles de actividad glutamato des­
hidrogenasa dependiente de NADPH (Figura 36) se mantienen - 
mâs o menos constantes, a lo largo de todo el tiempo de tra 
tamiento, en plântulas crecidas sobre agua y amonio 37mM -- 
donde se alcanzan los mayores niveles de actividad enzimâti 
c a , en tanto que las crecidas sobre amonio ISOmM sufren un 
descenso al someterlas de nuevo a iluminaciôn con luz blan­
ca continua.
Los niveles de actividad glutamato deshi. 
drogenasa dependiente de NADH en raices son del orden de —  
trescientas miliunidades, mientras que el enzima ligado a - 
NADPH présenta como mâximo niveles de actividad enzimâtica 
del orden de cuarenta miliunidades.
Independientemente del tipo de tratamien 
to luminoso al que se sometieron las plântulas, los mayores 
niveles de actividad glutamato deshidrogenasa dependiente - 
de NADH se alcanzaron en raices (del orden de trescientas - 
miliunidades) frente a los encontrados en cotiledones del - 
orden de cuarenta y cinco miliunidades como mâximo). De -- 
igual manera, los niveles de actividad glutamato deshidroge 
nasa dependiente de NADPH presentados en cotiledones son - 
siempre inferiores a los encontrados en raices, del orden - 
de cinco miliunidades como mâximo en los primeros, y de cua 
renta miliunidades como mâximo en las segundas.
3.4.- Influencia de la luz sobre los niveles de actividad - 
glutamina sintetasa.
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Figura 33.- Actividad especîfica glutamato deshidrogenasa - 
dependiente de NADH en cotiledones de plântulas 
que habîan crecido durante seis dlas en oscuri­
dad, sometiéndolas a tratamiento de iluminaciôn 
con luz blanca durante seis dîas, en el que se in- 
tercalô un période oscuro de 24 horas entre el 
segundo y tercer dîas de tratamiento. Las con­
centraciones de amonio utilizadas fueron:
37mM (A A) , ISOmM (A A) y agua (% *) ,
LUZ
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Figura 34.- Actividad especîfica glutamato deshidrogenasa - 
dependiente de NADPH en cotiledones de plântu­
las crecidas durante seis dîas en oscuridad, so 
metiéndolas a tratamiento de iluminaciôn con —  
luz blanca durante seis dîas, en el que se in- 
tercalô un periodo oscuro de 24 horas entre el 
segundo y tercer dîas de tratamiento. Las con­
centraciones de amonio utilizadas fueron:
37mM (A A) , ISOmM (A A) y agua (% x) .
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Firrura 35.- Actividad especîfica glutamato deshidrogenasa - 
dependiente de NADH en raices de plântulas cre­
cidas durante seis dlas en oscuridad, sometién­
dolas a continuacién a tratamiento de ilumina- 
ci6n con luz blanca durante seis dlas, en el - 
que se intercalé un periodo oscuro de 24 horas 
entre el segundo y tercer dîas de tratamiento. 
Las concentraciones de amonio utilizadas fueron; 
37mM (A A) , ISOmM (A A) y agua (% x) .
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Figura 36.- Actividad especîfica glutamato deshidrogenasa - 
dependiente de NADPH en raices de plântulas cre 
cidas durante seis dias en oscuridad, sometién­
dolas a continuaciôn a tratamiento de ilumina­
ciôn con luz blanca durante seis dias en el que 
se intercalé un periodo oscuro de 24 horas en­
tre el segundo y tercer dîas de tratamiento. Las 
concentraciones de amonio utilizadas fueron: —  
37mM (A— — A) , ISOmM (A A) y agua (x x) ,
-6 6
Se han estudiado los niveles de activi-- 
dad glutamina sintetasa en plântulas de Citrullus vulgaris 
siguiendo el mismo protocole al descrito para la glutamato 
deshidrogenasa en el àpartado 3.3.
3.4.1.- Efecto de la luz sobre los niveles de actividad glu 
tamina sintetasa en plântulas crecidas sobre nitrato.
En cotiledones, los niveles de actividad 
glutamina sintetasa (Figura 37) sufren un drâstico aumento 
durante el primer dîa de iluminaciôn con luz blanca conti­
nua, descendiendo marcadamente al segundo dia, a partir del
cual se mantienen mâs o menos los niveles de actividad enzi
mâtica hasta el final del tiempo de experimentaciôn. Los ma 
yores niveles de actividad glutamina sintetasa alcanzados - 
corresponden a la mayor concentraciôn de nitrates.
En raices, los niveles de actividad glu­
tamina sintetasa (Figura 38) experimentan un ligero descen­
so en el primer dia de iluminaciôn con luz blanca continua, 
a partir del cual se mantienen para las plântulas crecidas 
sobre nitrato 21mM, aumentan para las crecidas sobre nitra­
to 99mf4, donde alcanzan los mayores niveles de actividad - 
enzimâtica, y disminuyen ligeramente en plântulas crecidas 
sobre agua.
Los niveles de actividad glutamato sinte 
tasa detectados en cotiledones no superan en gran medida - 
las 0,1 unidades, en tanto que los encontrados en raices os 
cilan entre 0,1 y 0,5 unidades.
El tratamiento de oscuridad después de - 
dos dias de iluminaciôn con luz blanca se traduce en los co 
tiledones (Figura 39) en un descenso en los niveles de acti. 
vidad glutamina sintetasa, obteniëndose al final del tiempo 
de tratamiento niveles de actividad enzimâtica similares - 
para las dos concentraciones de nitrato utilizadas. En rai­
ces, los niveles de actividad glutamina sintetasa (Figura - 
40) experimentan un ligero aumento al someterlas a oscuri­
dad, siendo este mâs marcado para el nitrato 99mM donde a 
la vez se alcanzan los mayores niveles de actividad enzi­
mâtica .
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Figura 37.- Actividad especîfica glutamina sintetasa en co­
tiledones de plântulas crecidas durante seis —  
dlas en oscuridad, sometidas a luz blanca con­
tinua durante cinco dlas. Las concentraciones - 
de nitrato utilizadas fueron:
21mM (o o) , 99mM (•— — — •) y agua (x x) .
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Figura 30.- Actividad especîfica glutamina sintetasa en rai.
ces de plântulas crecidas durante seis dîas en 
oscuridad, sometidas a luz blanca continua du­
rante cinco d î a s . Las concentraciones de nitra­
to utilizadas fueron; 2lmM (o o) , ISOmM (•---- •)
y agua (x x) .
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Figura 39.- Actividad especîfica glutamina sintetasa en co­
tiledones de plântulas crecidas durante seis - 
dlas en oscuridad, sometiéndolas a dos dlas de 
iluminaciôn con luz blanca y a tres dias de tra 
tamiento oscuro a continuaciôn. Las concentra­
ciones de nitrato utilizadas fueron:
21mM (o o) , 99mM (•----•) y agua (x-----x) .
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Figura 4 0.- Actividad especîfica glutamina sintetasa en raj.
ces de plântulas crecidas durante seis dîas en 
oscuridad, sometiéndolas a dos dîas de ilumina­
ciôn con luz blanca y a tres dîas de tratamien­
to oscuro a continuaciôn. Las concentraciones - 
de nitrato utilizadas fueron:
21mM (o o) , 99mM (•---- •) y agua (x x) .
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El sometimiento de las plântulas a luz - 
blanca continua después de un dîa en oscuridad, se traduce 
en los cotiledones (Figura 41) en un descenso en los nive­
les de actividad glutamina sintetasa, obteniéndose los mayo 
res niveles de actividad enzimâtica para la concentraciôn - 
mâs elevada de nitrato. En raices (Figura 42), a partir del 
tercer dîa de tratamiento se observa un drâstico descenso - 
en los niveles de actividad glutamina sintetasa de plântulas 
crecidas sobre nitrato 99mM, mientras que para las plântulas 
crecidas sobre agua y nitrato 21mM se mantienen a lo largo 
de todo el tiempo de experimentaciôn.
Independientemente del tipo de tratamien 
to luminoso,- los niveles de actividad glutamina sintetasa 
alcanzados en cotiledones son inferiores a los detectados - 
en raices, del orden de 0,15 unidades como mâximo para los 
primeros, y superiores a ese valor en las segundas.
3.4.2.- Efecto de la luz sobre los niveles de actividad glu 
tamina sintetasa en plantas crecidas sobre amonio.
En cotiledones, los niveles de actividad 
glutamina sintetasa (Figura 4 3) experimentan un drâstico - 
aumento durante el primer dîa de iluminaciôn con luz blanca, 
disminuyendo marcadamente al segundo dîa de tratamiento, a 
partir del cual se mantienen los niveles de actividad enzi­
mâtica. Los mayores niveles de actividad enzimâtica corres­
ponden a la menor concentraciôn de amonio.
En raices (Figura 44), la luz blanca con 
tinua provoca durante el primer dîa de iluminaciôn un drâs­
tico aumento en los niveles de actividad glutamato sintetasa 
de plântulas crecidas sobre amonio 37mM, y menos marcado en 
las crecidas sobre amonio ISOmM, descendiendo a partir de - 
entonces hasta el final del tratamiento. Los mayores nive­
les de actividad enzimâtica corresponden a la menor concen­
traciôn de amonio.
El tratamiento de oscuridad después de - 
dos dîas de iluminaciôn con luz blanca continua se traduce 
en los cotiledones (Figura 45) en un descenso generalizado 
de los niveles de actividad glutamato sintetasa: obtenié*ndo 
se los mayores niveles de actividad enzimâtica para el amo-
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Figura 41.- Actividad especîfica glutamina sintetasa en co­
tiledones de plântulas que habîan crecido duran 
te seis dîas en oscuridad, sometiéndolas a con­
tinuaciôn a tratamiento de iluminaciôn con luz 
blanca durante seis dîas, en el que se interca- 
lô un periodo oscuro de 24 horas entre el segun 
do y tercer dîas de tratamiento. Las concentra­
ciones de nitrato utilizadas fueron:
21mM (o---- o) , 99mM (•--- •) y agua (x---- x) .
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Figura 42.- Actividad especîfica glutamina sintetasa en rai.
ces de plântulas que habîan crecido durante -- 
seis dîas en oscuridad, sometiéndolas a trata­
miento de iluminaciôn con luz blanca durante —  
seis dîas, en el que se intercalô un periodo - 
oscuro de 24 horas entre el segundo y tercer - 
dîas de tratamiento. Las concentraciones de ni­
trato utilizados fueron:
21mM (o o) , 99mM (•----•) y agua (x x) .
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Figura 4 3.- Actividad especîfica glutamina sintetasa en co­
tiledones de plântulas crecidas durante seis -- 
dîas en oscuridad, sometidas a iluminaciôn con 
luz blanca continua durante cinco dîas. Las con 
centraciones de amonio utilizadas fueron:
37mM (A A) , ISOmM (A A) y agua (x x) .
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Figura 4 4.- Actividad especîfica glutamina sintetasa en rai.
ces de plântulas crecidas durante seis dîas en 
oscuridad, sometidas a iluminaciôn con luz blan 
ca continua durante cinco dîas. Las concentra­
ciones de amonio utilizadas fueron:
37mM (A A) , ISOmM (A A) y agua (x---- x) .
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Figura 45.- Actividad especîfica glutamina sintetasa en co­
tiledones de plântulas que habîan crecido duran 
te seis dlas en oscuridad, sometiéndolas a dos 
dlas de iluminaciôn con luz blanca y a tres dlas 
de tratamiento oscuro. Las concentraciones de -
amonio utilizadas fueron: 37mM (A A), ISOmM
(A A) y agua (x x) .
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Figura 46.- Actividad especîfica glutamina sintetasa en ra^ 
ces de plântulas crecidas durante seis dîas en 
oscuridad, sometiéndolas a dos dîas de ilumina­
ciôn con luz blanca y a tres dîas de tratamien­
to oscuro a continuaciôn. Las concentraciones - 
de amonio utilizadas fueron:
37mM (A A) , ISOmM (A A) y agua (x x) .
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nio 37mM. Resultados similares se obtuvieron en raices (Fi­
gura 46) .
El sometimiento de las plântulas a luz - 
blanca continua después de un dia en oscuridad provoca en - 
los cotiledones (Figura 4 7) un ligero aumento en los nive­
les de actividad glutamina sintetasa, obteniéndose los mayo 
res niveles de actividad enzimâtica al final del.tratamien­
to, para la concentraciôn mâs baja de amonio. En raices -- 
(Figura 48), la luz se traduce en un ligero aumento en los 
niveles de actividad glutamina sintetasa de plântulas cre­
cidas sobre agua y amonio 37mM, en tanto que aumenta ligera 
mente los niveles de actividad enzimâtica para la concentra 
ciôn mâs elevada de amonio.
Independientemente del tipo de tratamien 
to luminoso utilizado, los niveles de actividad enzimâtica 
alcanzados en cotiledones, como mâximo, son 0,15 unidades; 
en tanto que en raices oscilan entre 0,1 y 1,2 unidades.
3.5.- Electroforesis de la glutamato deshidrogenasa.
El estudio de los zimogramas de la gluta­
mato deshidrogenasa se realizô para todos los medios nitro- 
genados utilizados, sobre los ôrganos de plântulas crecidas 
durante seis dîas en oscuridad y sobre aquellas que al sex­
to dîa de tratamiento oscuro se transfirieron a iluminaciôn 
con luz blanca continua durante periodos de 4 8 y 72 horas. 
También se llevô a cabo la electroforesis de la semilla corn 
pieta después del periodo de imbibiciôn.
Para la glutamato deshidrogenasa depen­
diente de NADH (Figura 49), en la semilla compléta aparece 
una ûnica banda isoenzimâtica (b) cuyo valor de Rf es 
0,10+ 0,01. Después de seis dîas de tratamiento oscuro, apa 
recen bandas isoenzimâticas comunes (a y b) cuyos valores - 
de Rf son 0,06+0,01 y 0,10+0,01 para los cotiledones de —  
plântulas crecidas tanto sobre agua como sobre nitratos o - 
amonio, presentando una tercera banda de formazân distinta 
dependiendo del medio nitrogenado sobre el que crecieron. - 
En este sentido, se détecta una banda isoenzimâtica (d) con 
un valor de Rf de 0,17+0', 01 en las crecidas sobre agua y - 
nitrato 21mM, desapareciendo al aumentar la concentraciôn -
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Figura 4 7.- Actividad especîfica glutamina sintetasa en co­
tiledones de plântulas que habîan crecido duran 
te seis dlas en oscuridad, sometiéndolas a tra­
tamiento de iluminaciôn con luz blanca durante 
seis dlas, ^n el que se intercalô un periodo os 
euro de 24 horas entre el segundo y el tercer - 
dlas de tratamiento. Las concentraciones de amo 
nio utilizadas fueron:
37mM (A A) , ISOmM (A A) y agua (x x) .
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Figura 48.- Actividad especîfica glutamina sintetasa en raj.
ces de plântulas crecidas durante seis dlas en 
oscuridad, sometiéndolas a continuaciôn-a trata 
miento de iluminaciôn con luz blanca durante —  
seis dîas, en el que se intercalô un periodo o^ 
euro de 24 horas entre el tercer y segundo dîas 
de tratamiento. Las concentraciones de amonio - 
utilizadas fueron:
37mM (A -A) , ISOmM (A A) y agua (x x) .
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de nitrato. Cuando era amonio el medio nitrogenado utiliza­
do, se detectô la apariciôn de una nueva deposiciôn de for­
mazân (f) con un valor de Rf de 0,25^0,01. En raices, inde- 
pendi'entemente del medio nutritive, se detectan tres isoen- 
zimas comunes: b, c y e cuyos valores de Rf son respectiva- 
mente 0,10+0,01,0,14+0,01 y 0 ,20+0,01, observândose la apa­
riciôn de nuevas bandas isoenzimâticas adicionales en rai­
ces de plântulas crecidas sobre amonio: la banda isoenzimâ­
tica f en el caso de la menor concentraciôn de amonio, y -- 
las bandas de formazân f, g y h con valores de Rf respecti- 
vamente de 0,25+0,01,0,27±0,01 y 0,30+0,01 cuando crecieron 
sobre amonio ISOmM.
Cuando el enzima utiliza NAD^> como cofac 
tor (Figura 50), en la semilla compléta aparece una ûnica - 
banda isoenzimâtica (a) con un Rf de 0,06±0,01, banda que - 
se mantiene hasta el sexto dia de crecimiento en oscuridad, 
en cotiledones de plântulas crecidas sobre agua y nitratos. 
Para los cotiledones de plântulas crecidas sobre amonio, —  
esta banda isoenzimâtica es sustitulda por la banda isoenzi. 
mâtica b cuando crecieron sobre amonio ISOmM. En raices, la 
banda isoenzimâtica detectada en agua (c) con un Rf de 
0,14+0,01 (distinta a la obtenida en cotiledones) difiere - 
de las obtenidas sobre nitratos (b) tanto 2 ImM como 99mM - 
con un Rf de 0,10±0,01. A medida que aumenta la concentra­
ciôn de amonio aparece una nueva banda isoenzimâtica hasta 
un total de tres en el caso de amonio ISOmM, siendo sus va­
lores de Rf: 0,10 + 0,01 (b) , 0,14 + 0,01 (c) y 0,10±0,01 (d) .
La luz blanca se traduce en la desapari- 
ciôn progresiva de bandas isoenzimâticas de la glutamato - 
deshidrogenasa dependiente de NADH (Figura S I). En cotiledo 
nés de plântulas crecidas sobre agua o nitratos,después de - 
tres (lias de iluminaciôn con luz blanca, permanece una ûnica 
banda isoenzimâtica (b) de Rf 0,10+0,01; en tanto que para 
los cotiledones de plântulas crecidas sobre amonio ISOmM se 
detectan dos bandas de formazân (a y b) de Rf respectivamen 
te 0,06+0,01 y 0,10+0,01. En raices, se observa una ûnica - 
banda isoenzimâtica (c) para las crecidas sobre nitratos, - 
y una banda de menor Rf para las crecidas sobre agua. Para 
el amonio, permanece la banda b, salvo para la mayor concen
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SEMILLA COTILEDONES
AGUA 21 mM 99 mM
AGUA 37 mM 150 mM
NO:
NH
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_ a _ a
— b — b b —
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f f
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AGUA 37 mM 150 mM
Figura 49.- Electroforesis en gel de poliacrilamida de la - 
glutamato deshidrogenasa dependiendo de NADH de 
cotiledones y raices de plântulas crecidas du­
rante seis dîas en oscuridad sobre agua y dis­
tintas concentraciones de nitrato o amonio. Los 
valores de Rf son: a= 0,6+0,01, b= 0,10+0,01, - 
c= 0,14±0,01, d= 0,17+0,01, e= 0,2+0,01, f= 0,24 
+0,01, g- 0,27±0,01 y h= 0,30±0,01.
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SEMILLA COTILEDONES
AGUA 21 mM 99 mM
NO:
RAICES
—  b
AGUA 21 mM 99 mM
NH.
b —
AGUA 37 mM 150 mM AGUA 37 mM 150 mM
Figura 50.- Electroforesis en gel de poliacilamida de la 
glutamato deshidrogenasa dependiente de NADPH 
en cotiledones y raices de plântulas crecidas 
durante seis dfas en oscuridad continua sobre 
agua y distintas concentraciones de nitrato y 
amonio. Los valores de Rf son : a= 0,06 + 0,01, - 
b= 0,1010,01, c= 0,14+0,01, d= 0,17+0,01.
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COTILEDONES RAICES
NO^
AGUA 21 mM 99 mM AGUA 21 mM 99 mM
AGUA 37 mM 150 mM AGUA 37 mM 150 mM
Figura 52.- Electroforesis en gel de poliacilamida de la —  
glutamato deshidrogenasa dependiente de NADPH - 
en cotiledones y raices de plSntulas sometidas 
a tres dias de iluminaciôn con luz blanca con­
tinua después de seis dias de germinaciôn en o^ 
curidad sobre agua y distintas concentraciones 
de nltrato o amonio. Los valores de Rf son: -- 
a= 0,06+0,01, b= 0,10+0,01 y c= 0,14+0,01.
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traciôn, que ademâs présenta la misma banda isoenzimStica - 
que se observô para los nitratos (c).
Cuando el enzima utiliza NADPH como co- 
factor (Figura 52), el zimograma aparece consituido por la 
banda a en los cotiledones de plântulas crecidas sobre agua 
y nitratos. En amonio, aparece la misma banda isoenzimâtica 
para los crecidos sobre la menor concentraciôn de amonio, - 
siendo sustitulda por la banda isoenzimâtica b cuando cre- 
cieron sobre amonio 150mM. En raices, en agua aparece el —  
isoenzima c, distinta a la encontrada en los cotiledones; - 
para los dos medios nitrogenados aparece el isoenzima b, - 
salvo para el amonio ISOmM que présenta ademâs un isoenzima 
idéntico al encontrado en agua (c).
3.6.- Influencia de inhibidores de sîntesis de proteinas so 
bre los niveles de actividad glutamato deshidrogenasa y glu 
tamina sintetasa.
Se han estudiado los porcentajes de inhi^ 
biciôn enzimâtica en plântulas crecidas durante seis dîas - 
en oscuridad continua sobre medios de nitrato o amonio y —  
mantenidas en suspensiôn sobre actinomicina D (20ug/ml) , ci. 
cloheximida (150 ug/ml) o cloranfenicol (200 ug/ml) durante 
un periodo de 24 horas en oscuridad o de tratamiento con - 
luz blanca continua, en cuyo caso s61o se utilizaron los 6r 
ganos de la plântula, medios y concentraciones que produ- 
cîan incrementos en los niveles de actividad enzimâtica.
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En oscuridad, en los cotiledones de plân 
tulas crecidas sobre agua se observa una disminuciôn simi­
lar en los niveles de actividad glutamina sintetasa para to 
dos los inhibidores de la sîntesis protéica usados. Cuando 
las plântulas crecieron sobre nitrato, los porcentajes de - 
inhibiciôn fueron superiores con actinomicina D y ciclohexi. 
mida, y raayores a su vez al aumentar la concentraciôn de - 
nitrato en el medio nutritive. En presencia de amonio, los 
menores porcentajes de inhibiciôn de la glutamina sintetasa 
se consiguen cuando la incubaciôn se realizô con cloranfeni. 
col, obteniéndose los mayores para la mayor concentraciôn - 
de amonio. En las raices de plântulas crecidas asi mismo en 
oscuridad y sobre agua, se observan niveles de inhibiciôn - 
en la sîntesis de proteînas similares a los de los cotiledo 
nés, salvo que el cloranfenicol provoca los mayores porcen­
tajes de inhibiciôn. Cuando se utiliza nitrato como fuente 
de nitrôgeno, los mayores niveles de inhibiciôn se observan 
en presencia del cloranfenicol, al igual que en agua, obte­
niéndose los menores para la mayor concentraciôn de nitrato. 
Asî mismo, cuando las plântulas crecieron sobre amonio, el 
mayor porcentaje de inhibiciôn se consigne cuando se utili­
za cloranfenicol, disminuyendo a medida que se aumenta la - 
concentraciôn.
El tratamiento con luz blanca, en los co 
tiledones se traduce en un aumento en el grado de inhibi—  
ciôn de la glutamina sintetasa cuando se utiliza actinomici. 
na D o cicloheximida, inhibiciôn comprendida entre el 87,1% 
y el 93,0% para todos los medios y concentraciones utiliza- 
das; la presencia de cloranfenicol se traduce en una dismi- 
nuciôn en el porcentaje de inhibiciôn con respecte a la os­
curidad y significativamente inferior a los obtenidos para 
los otros inhibidores. En las raices, se obtienen similares 
porcentajes de inhibiciôn para los tres inhibidores de sîn­
tesis de proteînas utilizados (TABLA 1).
D I S C U S I O N
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4.1.- Efecto de la fuente nitrogenada, nitrato o amonio, so­
bre los niveles de actividad glutamato deshidrogenasa y glu 
tamina sintetasa.
La presencia de nitratos en el medio nu­
tritive increments los niveles de actividad glutamato cleshi. 
drogenasa, tanto en los cotiledones como en las raices y pa 
ra ambos piridîn nucléotidos hasta el sexto dfa de germina­
ciôn oscura, a partir del cual su presencia se traduce en - 
un descenso en los niveles de actividad enzimâtica (con re^ 
pecto a las plântulas crecidas sobre agua) (Fins. 1, 2, 3, 
4). El efecto delos nitratos sobre los niveles de actividad 
glutamina sintetasa varia con el ôrgano de la plântula en - 
estudio. En los cotiledones, el nitrato disminuye los nive­
les de actividad enzimâtica hasta el sexto dfa de germina­
ciôn; en tanto que en las raices esta disminuciôn se obser­
va a lo largo de todo el periodo de tratamiento oscuro 
(Figs. 9 y 10) .
La utilizaciôn de amonio como fuente ni­
trogenada produce un efecto distinto en los niveles de acti. 
vidad glutamato deshidrogenasa dependiendo del ôrgano de la 
plântula considerado. En los cotiledones, a partir del cuar 
to dfa de germinaciôn oscura, los niveles de actividad en­
zimâtica superan significativamente los obtenidos en ausen- 
cia de amonio (plântulas crecidas sobre agua) tanto para el 
enzima dependiente de NADH como para el ligado a NADPH; en 
tanto que en las raices este efecto no es tan claro para el 
enzima glutamato deshidrogenasa que utiliza NADH como cofac 
tor, mientras que en llneas generates, la inclusiôn dé amo­
nio en el medio nutritivo incrementa los niveles de activi­
dad glutamato deshidrogenasa dependiente de NADPH (Figs. - 
5, 6, 7 y 8), resultados similares a los obtenidos por 
KANAMORI y colaboradores (1972). A nivel de la glutamina 
sintetasa, la presencia de amonio en el medio de cultivo in 
crementa los niveles de actividad del enzima en los cotile­
dones durante los cinco primeros dîas de germinaciôn en os­
curidad, siendo a partir de entonces inferiores a los obte­
nidos en su ausencia, no ocurriendo esto ûltimo en las rai­
ces donde el amonio incrementa siempre los niveles de acti­
vidad glutamina sintetasa (Figs. 11 y 12) resultados simila
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res a los observados por WEISSMAN (1972) en raices de gira- 
sol y por MARWAHA y colaboradores (1972) en semillas de —  
arroz. Asi pues, la influencia que la distinta fuente nitro 
genada ejerce sobre los niveles de actividad de ambos enzi­
ma s es diferente segûn el tiempo en la germinaciôn, habien- 
do encontrado una raodifiçaciôn de la respuesta, cuando la - 
hay, entre el cuarto y el sexto dia de esa; respuesta que - 
varia asî mismo segûn el ôrgano de la plântula.
También se observa respecte a la influen 
cia de la fuente nitrogenada sobre los niveles de actividad 
glutamato deshidrogenasa tanto dependiente de NADH como de 
NADPH, una relaciôn con el ôrgano. En los cotiledones de - 
plântulas crecidas sobre amonio se alcanzan niveles de actj. 
vidad enzimâtica del orden de aproximadamente dos veces su­
periores a los encontrados para las plântulas crecidas so­
bre nitrato, lo cual justifica para este ôrgano el postula- 
do de que el enzima glutamato deshidrogenasa es la ruta al­
ternative de asimilaciôn del nitrôgeno cuando este se en-- 
cuentra como amonio (MIFLIN y L E A , 1977); sin que se modi fi 
que significativamente las proporciones de actividades NADH: 
NADPH que fee mantiene en un orden de aproximadamente 6:1 —  
(Figs. 1, 2, 5 y 6). En las raices, los niveles de activi-- 
dad glutamato deshidrogenasa son los mismos independiente- 
mente de la fuente nitrogenada del medio de cultivo, sin -- 
que se modifique significativamente la relaciôn de activida 
des NADH: NADPH (Figs. 3, 4, 7 y 8) al igual que ocurrîa en 
los cotiledones. En este sentido, el ûnico trabajo encontra 
do es el de SHATILOV y colaboradores (1978) que detectan -- 
contrarlamente a nuestros resultados, una glutamato deshi­
drogenasa ligada a NADP inducida o dependiente de amonio, - 
mientras que do nuestros resultados parece deducirse que la 
proporciôn de actividades NADH: NADPH no va a depender de - 
la fuente nitrogenada, no modificando esta el dominio de —  
una sobre la o t r a .
Por el contrario, los niveles de activi­
dad glutamina sintetasa encontrados en los cotiledones son 
muy similares tanto si las plântulas habîan crecido sobre - 
nitrato como sobre amonio; mientras que los niveles de acti. 
vidad enzimâtica detectadôs en raices de plântulas crecidas
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sobre amonio son ligeramente superiores a las crecidas sobre 
nitratos; es decir, s61o se observa modificaciôn de la fuen 
te nitrogenada sobre los niveles de actividad glutamina sin 
tetasa a nivel de las raices (Figs. 9, 10, 11 y 12). Estos
resultados no estarfan, de acuerdo con lo observado por ---
EMOND y colaboradores (1979) en Anacystis nidulans, que de- 
tectaron mayores niveles de actividad glutamina sintetasa - 
en las crecidas sobre nitratos que sobre amonio.
En cuanto a la distribuciôn de la gluta­
mato deshidrogenasa en la plântula, tanto en las crecidas - 
sobre amonio como sobre nitrato en el medio nutritivo, los 
mayores niveles de actividad enzimâtica se han localizado a 
nivel de la raiz, resultados que corroboran los discutidos 
por la mayorîa de los autores, entre otros SRiyASTAVA et al 
(1972) en trigo, WALLACE (1973) en maiz, JOY (1967) en Beta 
vulgaris, y SOULEN y colaboradores (1969) en soja. En pre­
sencia de nitrato como fuente nitrogenada, los niveles de - 
actividad glutamato deshidrogenasa encontrados en las rai­
ces son del orden de aproximadamente quince veces superio­
res para el enzima ligado a NADH y de hasta once veces su­
periores para el ligado a NADPH con respecto a les cotiledo 
nés; mientras que el amonio reduce esa proporciôn hasta —  
aproximadamente ocho y nueve respectivamente. Es decir, la 
presencia de amonio en el medio de incubaciôn modifica los 
niveles de actividad enzimâtica de distinta forma en raices 
y cotiledones, al igual que hemos visto para otros aspectos 
estudiados. De igual manera, los niveles de actividad gluta 
mina sintetasa encontrados en las raices son del orden de 
hasta treinta y ocho veces para las que crecieron sobre amo 
nio, proporciones que no han podido ser constatadas dada -- 
la escasez deestudios realizados en este sentido en ôrganos 
disntintos de una misma planta. Es decir, el amonio que in- 
crementaba los niveles de actividad glutamato deshidrogena­
sa a nivel de los cotiledones, aumenta por el contrario y - 
de forma mâs acuaada los niveles de actividad glutamina sin 
tetasa en las raices.
4.2.- Regulaciôn de las actividades glutamato deshidrogena­
sa y glutamina sintetasa en funciôn de la concentraciôn de
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la fuente nitrogenada. .
La adiciôn de fuente nitrogenada, nitra­
to o amonio, no modifica el comportamiento de los enzimas. 
glutamato deshidrogenasa y glutamina sintetasa, en su ausen 
cia. La posibilidad de un sistema de regulaciôn conjunta en 
tre ambos enzimas capaz de obtener el mSximo de rendimiento 
en la asimilaciôn del nitrato o del amonio, se deducirS de 
la posible capacidad de compensaciôn que exista entre sus - 
vlas de asimilaciôn. ^
Cuando el medio nutritivo contiene nitra 
to, el aumento dn la concentraciôn de este se traduce, tan­
to en los cotiledones como en las raices, en un descenso en 
los niveles de actividad glutamato deshidrogenasa dependien 
te de NADH, resultados ya observados por DUKE y colaborado­
res (1976, 1978) en Glycine m a x . Por el contrario cuando el
enzima utiliza NADPH como cofactpr se obtienen resultados - 
inversos a los anteriores, mâs acusadamente en raices (Figs. 
2 y 4) de forma similar a lo encontrado por KRETOVICH y co­
laboradores en Chlorella pyreinodosa, y en otras algas por 
EPPLEY y colaboradores (1970). A nivel de la glutamina sin­
tetasa, el aumento en la concentraciôn de nitrato en el m e ­
dio de crecimiento, que producla un aumento en los niveles 
de actividad del enzima en Lemna minor (RHODES et al, 1976) , 
sôlo es apreciable en nuestro caso en los cotiledones, sin 
que se observe una secuencia clara y graduai entre concen­
traciôn de nitrato y niveles de actividad glutamina sinteta 
sa en las raices (Figs. 9 y 10).
En lineas générales, se observa a partir 
de los resultados anteriores una correspondencia inversa en 
tre los niveles de actividad glutamina sintetasa y glutama­
to deshidrogenasa en el tiempo, de forma que el periodo de 
menor actividad de una de ellas se corresponde con el de - 
mâxima actividad de la otra.
La posibilidad de asimilaciôn del nitra­
to présente en el medio nutritivo a altas concentraciones - 
vendrîa asegurada a nivel de los cotiledones por los incre­
mentos en los niveles de actividad que esas producen tanto 
a nivel de la glutamato deshidrogenasa dependiente de NADPH 
como de la glutamina sintetasa, que compensarla de alguna -
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forma los descensos observados en los niveles del enzima —  
glutamato deshidrogenasa ligada a NADH a partir del quinte 
dfa de germinaciôn oscura. En las raices, aunque no se obser 
va una respuesta clara, sf que se ha encontrado una cierta 
complementaridad entre la. glutamato deshidrogenasa dependien 
te de NADH y la que utiliza NADPH como cofactor, de manera 
que la presencia de altas concentraciones de nitrato en el - 
medio disminuyen los niveles de actividad enzimâtica depen­
diente de NADH a lo largo del tratamiento oscuro y paralela 
mente hay un incremento progresivo en los niveles de activi. 
dad glutamato deshidrogenasa dependiente de NADPH. Por otra 
parte, las bajas concentraciones de nitrato en el medio de 
crecimiento se asimilarfan de forma mayoritaria a nivel de 
la glutamato deshidrogenasa que utiliza NADH como cofactor, 
tanto en los cotiledones como en las raices. Es decir, a n^ 
vel de la plântula compléta se ha desarrollado un sistema - 
que asegura la mâxima incorporaciôn de los nitratos del me­
dio, dado que por una parte la etapa de asimilaciôn de es­
tos llevada a cabo por la nitrato reductasa puede frenarse 
por la presencia de amonio (GOLDSMITH et al, 1973; PISTO- 
RIUS et al, 1976), y asI mismo évita la posible intoxica—  
ciôn por este, por su incorporaciôn mayoritaria en aminoâ- 
cidos.
Cuando el medio de crecimiento contiene 
amonio, el aumento en la concentraciôn de este incrementa - 
los niveles de actividad glutamato deshidrogenasa tanto —  
NADH como NADPH dependientes, resultados que corroboran los 
ya existantes en la mayorîa de la documentaciôn (KRETOVICH 
et al, 1971, 1972, 1973; KANAMORI et al, 1972; CHOU et al, 
1973; CALDAS et al, 1976; SIHAG et al, 1979; MOHANTY et al, 
1980) (Figs. 5, 6, 7 y 8). Inversamente, el aumento en la - 
concentraciôn de amonio en el medio de incubaciôn se tradu­
ce en una disminuciôn en los niveles de actividad glutamina 
sintetasa, tanto en los cotiledones como en las raices 
(Figs. 11 y 12), resultados conformes con los encontrados - 
en la literatura (SHAPIRO et al, 1970; GIVAN, 1975; RHODES 
et al, 1975; BISHOP et al, 1976; STEWART et al, 1977). La - 
influencia de la concentraciôn de amonio sobre los enzimas 
glutamato deshidrogenasa y glutamina sintetasa podrîa deber
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se a la acciôn directa de este, dada su posible transloca-- 
ciôn de s de la raiz a los ootiledones (CHANTAROTV/ONG et al, 
1976) o bien productos derivados de su reducciôn, glutamato 
o glutamina (HILL-COTTINGHAM, 1979) . Es decir, la presencia 
de altas concentraciones de amonio en el medio nutritivo se 
traduce, tanto en los cotiledones como en las raices, en - 
una total correspondencia paralela e inversa entre los nive 
les de actividad glutamato deshidrogenasa y glutamina sinte 
tasa, de tal forma que los altos niveles de actividad gluta 
mina sintetasa descienden hasta llegar a un mînimo al cuar­
to dfa de germinaciôn oscura, a partir del cual se incremen 
tan los niveles de actividad glutamato deshidrogenasa, e x is 
tiendo una complementaridad entre ambas en el tiempo. Esto 
corroborarfa el postulado de RHODES y colaboradores en Lem- 
na mi-nor, segûn el cual el potencial de asimilar concentra­
ciones tÔxicas de amonio se reduce por represiôn de la glu­
tamina sintetasa y se compensa por un incremento a nivel de 
'la glutamato deshidrogenasa. La operaciôn combinada de es- 
'tos dos enzimas permite asf proveer del glutamato necesario 
para la biosfntesis y evitar la excesiva acumulaciôn de amo 
nio libre en la célula.
Para determinar si el efecto de las con­
centraciones de la fuente nitrogenada, nitrato o amonio, so 
bre los niveles de actividad enzimâtica se realizaba a ni­
vel de sîntesis, se utilizaron inhibidores de la sîntesis - 
de proteînas. La interpretaciôn de los datos obtenidos re­
quière un anâlisis mueho mâs exhaustivo de los resultados - 
de los que pudieran observarse considerando unicamente el - 
nivel de actuaciôn de estos inhibidores. Los resultados o b ­
tenidos del efecto de los inhibidores sobre los niveles de 
actividad glutamato deshidrogenasa solamente pueden ser con 
siderados como ligeramente indicativos dada la falta de con- 
cordancia entre el grado de inhibiciôn y los niveles de ac ­
tividad enzimâtica. La excreciôn del enzima al medio de in­
cubaciôn es despreciable y no justifica la pérdida de acti­
vidad enzimâtica observada frente a la que cabrîa esperar. 
El haber encontrado una signif ica ti va inactivaciôn del enzi. 
:r.a por la actinomicina D, obliga a ampliar este anâlisis - 
con un estudio paralelo del efecto de posibles activaciones
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e inactivaciones del enzima por la presencia de inhibidores, 
del medio nitrogenado o bien de otros que puedan ser produ- 
cidos por este.
El hecho de que el efecto de los inhibi­
dores de sîntesis de proteînas es totalmente paralelo a los 
niveles de actividad glutamina sintetasa obtenidos, nos ha 
permitido que el anâlisis de los datos sea posible. En los 
cotiledones de plântulas crecidas en ausencia de fuente ni­
trogenada, el incremento observado durante un dîa de germi­
naciôn oscura disminuye por igual por la presencia indistin 
ta de los tres inhibidores, lo cual parece indicar que este 
aumento en el nivel de actividad enzimâtica es debido a la 
sîntesis del enzima cuantitativamente tanto a nivel citoplâ^ 
mico como organular. El efecto de la mayor concentraciôn de 
nitrato, que incrementaba los niveles de actividad glutami­
na sintetasa paralamente, parece aumentar la sîntesis funda 
mentalmente a nivel citoplâsmico, dado que los mayores niye 
les de inhibiciôn se obtienen para la actinomicina D; a lean 
zândose después del tratamiento similares niveles de activi. 
dad glutamina sintetasa a los obtenidos en el a g u n . La uti­
lizaciôn de aronio como fuente de nitrôgeno, que suponîa un 
descenso en los niveles de actividad glutamina sintetasa, - 
al aumentar su concentraciôn produce los mayores grados de 
inhibiciôn para la menor concentraciôn, obteniéndose en am­
bos casos inferiores para el cloranfenicol; todo ello pare­
ce indicar que el efecto del incremento en la concentraciôn 
de amonio se traducirîa en una disminuciôn de la sîntesis - 
del enzima, esencialmente a nivel organular. En las raices, 
el incremento observado en ausencia de fuente nitrogenada - 
es disminuido en mayor medida cuando se utiliza cloranfeni­
col, lo cual indicarîa que al contrario que en los cotiledo 
nés, la sîntesis mayoritaria se llevarîa a cabo a nivel or­
ganular. El aumento en la concentraciôn de nitrôgeno, bien 
suministrado como nitrato bien como amonio, provoca los m a ­
yores grados de inhibiciôn cuando se utiliza cloranfenicol, 
lo cual supondrîa una disminuciôn de la sîntesis del enzima 
provocado por el medio nutritivo a nivel citoplâsmico, para 
lelamente el aumento en la concentraciôn de nitrôgeno.
El distinto comportamiento observado con
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respecto a la fuente nitrogenada podrfa itnplicar la existen 
cia de distintos enzimas con distinta dotaciôn isoenzimâti­
ca, tal como observô BARASH y colaboradores en hojas de ave 
na, que detectaron la apariciôn de nuevos isoenzimas como - 
consecuencia del tratamiento con amonio. En nuestro caso, - 
el estudio electroforético de la glutamato deshidrogenasa, 
tanto dependiente de NADH como de NADPH, de cotiledoiies ha 
mostrado que es diferente al detectado en raices,de manera 
similar a lo encontrado por THURMAN y colaboradores (1965) 
en distintos ôrganos de distintas especies. La inclusiôn de 
la fuente nitrogenada en el medio nutritivo produce distin­
to efecto segûn se trate de amonio o de nitrato. Aûn asî, - 
no existe correlaciôn entre los incrementos en los niveles 
de actividad enzimâtica y el nûmero de isoenzimas, al con­
trario de lo propuesto por NAUEN y colaboradores (1980), - 
existiendo exclusivamente a nivel de raices de plântulas - 
crecidas sobre amonio un incremento en el nûmero de bandas 
isoenzimâticas.
4.3.- Efecto de la interacciôn luz-fuente nitrogenada sobre 
los niveles de actividad glutamato deshidrogenasa y glutami^ 
na sintetasa.
Dado que en el primer periodo de ilumina 
ciôn se llevan a cabo una serie de transformaciones impor­
tantes j^ara la plântula (desarrollo del aparato fotosintéti- 
co, entre otros procesos), los resultados obtenidos en este 
pueden no ser suficientemente claros o significatives de la 
respuesta a la luz, se administrô un segundo tratamiento in 
tercalando un periodo de oscuridad para confrontar ambos re 
sultados y poder establecer un comportamiento claro respec­
to a la luz.
El efecto individual de la luz sobre los 
niveles de actividad glutamato deshidrogenasa es diferente 
dependiendo del ôrgano de la plântula en consideraciôn: co- 
tiledôn o raiz. En los primeros, la luz provoca incrementos 
en los niveles de actividad enzimâtica, tanto dependiente - 
de NADH como NADPH (Fig. 13 y 14) de forma similar a lo ob ­
servado por BROWN y colaboradores en 19 72 en hojas de avena, 
comparando con las encontradas en el periodo anâlogo en os-
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curidad (Figs. 1 y 2) y en el segundo periodo de estas ca—  
racterîsticas intercalado en el tratamiento (Figs. 17 y 18) 
al igual que en el segundo periodo luminoso (Figs. 21 y 
22). En las raices, por el contrario, se observa un descen­
so en los niveles de actividad glutamato desHidrogenaseï, al 
contrario de lo observado por SAIRAM y colaboradores (1975) 
que encontraron que la luz blanca continua incrementaba la 
actividad glutamato deshidrogenasa en las raices (Figs. 3,
4, 15, 16, 19, 20, 23 y 24).
Aunque se ha postulado una mayor sInte—  
sis de glutamina en reacciones dependientes de luz (MITCHELL 
y STOCKING, 1975; GIVAN, 1975), la bibliografla en este sen 
tido es muy escasa. A nivel de la glutamina sintetasa, la - 
luz provoca en los cotiledones de plântulas crecidas en au­
sencia de nitrato o amonio un aumento en los niveles de ac­
tividad enzimâtica con respecto a los detectadôs en oscuri­
dad, siendo mucho mâs acusados durante el primer tratamien­
to luminoso (Figs. 9, 37, 39 y 41). Por el contrario, en - 
las raices la luz provoca descensos en los niveles de acti­
vidad glutamina sintetasa (Figs. 10, 33, 40 y 42).
La interacciôn de la luz con los nitratos 
présentés en el medio de cultivo provoca en los cotiledones 
incrementos en los niveles de actividad glutamato deshidro­
genasa dependiente de NADH cuando se utiliza la menor con­
centraciôn de nitrato, aunque disminuya el efecto obtenido 
por la sola presencia de la luz en ambos périodes de ilumi- 
naciôn (Figs. 1, 13, 17 y 21). Cuando el enzima utiliza —  
NADPH como cofactor, la aplicaciôn de los tratamientos de - 
luz sobre plântulas crecidas sobre nitratos provocan un in­
cremento a lo largo de tiempo de experimentaciôn, superando 
los niveles de actividad enzimâtica detectadôs en ausencia 
de nitratos (Figs. 2, 14, 18 y 24). Sin embargo, el efecto 
de la luz asi como el de su interacciôn con la fuente nitro 
genada parecen disminuir, en llneas générales, los niveles 
de actividad enzimâtica frente a los incrementos obtenidos 
en oscuridad, aunque estos resultados no puedan considerar- 
se suficientemente significatives. En las raices de plântu­
las crecidas sobre nitrato, solamente las mayores concentra 
clones (que en oscuridad producîan los menores niveles de 
actividad glutamato deshidrogenasa dependiente de NADH), la
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luz aumenta los niveles de actividad del enzima al contrario 
de lo observado para el de plSntulas crecidas en ausencia - 
de la fuente nitrogenada (Figs. 3, 15, 19 y 23). Cuando el 
enzima utiliza NADPH como cofactor, la interacciôn de la —  
luz con cualquiera de la fuente nitrogenada incrementa, con 
respecto a la exclusiva acciôn del nitrato, los niveles de 
actividad enzimâtica, siendo muy superiores a los obtenidos 
por efecto exclusive de la luz, manteniéndose los mayores - 
niveles de actividad glutamato deshidrogenasa dependiente - 
de NADPH en raices de plântulas crecidas sobre la mayor con 
centraciôn de nitrato (Figs. 4, 16, 20 y 24). Es decir, la 
luz que produce incrementos en los niveles de actividad glu 
tamato deshidrogenasa en los cotiledones y los disminuye en 
las raices, al interaccionar con los nitratos présentes en 
el medio nutritivo disminuye en los cotiledones, mientras - 
que en las raices provoca un efecto contrario al debido ex­
clusivamente a la luz, tanto la glutamato deshidrogenasa - 
que utiliza NADH como cofactor como para el enzima ligado - 
a NADPH,
A nivel de la glutamina sintetasa, la in 
teracciôn de la luz con los nitratos no modifies el tipo de 
respuesta productdo por la luz ni en los cotiledones ni en 
las raices, superândose en aquellos los niveles de activi­
dad glutamina sintetasa alcanzados por esta a lo largo del 
tiempo de tratamiento; mientras que en las raices sôlo se - 
superan durante el periodo oscuro, manteniéndose los mayo­
res niveles de actividad glutamina sintetasa en las plântu­
las crecidas sobre la mayor concentraciôn de nitrato (de - 
forma similar a lo detectado en oscuridad) (Figs. 9, 37, 39 
41; 10, 38, 40 y 42). Es decir, la presencia de los nitra­
tos en el medio nutritivo, acentûa el efecto producido por 
la luz, obteniéndose los mayores niveles de actividad enzi­
mâtica en los cotiledones durante el periodo luminoso, y - 
para las raices eh el oscuro, y siempre para las mayores - 
concentraciones de nitrato.
En vista de todo lo expuesto hasta el - 
momento se podrfa pensar en la existencia de un sistema de 
regulaciôn de la asimilaciôn del nitrato en la plântula. - 
Asf, en los cotiledones, a nivel de la glutamato deshidro-
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genasa existirîa un sistema de regulaciôn conjunta o auto—  
rregulaciôn que permitirîa asimilar el nitrato en condicio- 
nes de baja disponibilidad en el medio, de tal manera que 
el descenso en los niveles de actividad glutamato deshidro­
genasa dependiente de NADH vendrîa de alguna forma compen- 
sado por la estimulaciôn de la actividad enzimâtica ligada 
a NADPH. En las raices, se desarrolla un sistema para las - 
altas concentraciones de nitrato en el medio que asegura un 
mecanismo de asimilaciôn de este, dado que en todos los tra 
tamientos existe un incremento en los niveles de actividad 
glutamato deshidrogenasa con respecto a los observados en - 
ausencia de nitratos (Figs. 15, 19, 23, 16, 20 y 24), Esto 
séria lôgico pues supone un bénéficié mâximo para la'plântu 
la dada la complementaridad que existe entre los cotiledo­
nes y las raices, de modo que la presencia de altas concen­
traciones de nitrato en el medio nutritivo disminuirla los 
niveles de actividad glutamato deshidrogenasa en los cotile 
dones y los aumentarla en las raices; mientras que las ba­
jas concentraciones de nitrato en el medio de incubaciôn - 
son asimiladas por la glutamato deshidrogenasa en los coti­
ledones durante el periodo oscuro, mientras que en las rai­
ces la mayorîa de la sîntesis se realiza durante el periodo 
luminoso. Por otra parte, la glutamina sintetasa realiza - 
una asimilaciôn mâxima del nitrato del medio nutritivo de - 
una forma continua, de manera que en oscuridad el aumento - 
en los niveles de actividad se realiza fundamentalmente en 
la raiz, y en los cotiledones durante el periodo luminoso, 
asegurando asî a la plântula una incorporaciôn continua del 
nitrato del medio externo. Es decir, Citrullus vulgaris ha 
desarrollado un mecanismo que le permite la mâxima asimila­
ciôn del nitrato del medio exterior por ambas rutas enzimâ- 
ticas, glutamato deshidrogenasa y glutamina sintetasa.
Cuando el medio de crecimiento contiene 
amonio, la interacciôn de este con la luz se maniflesta en 
los cotiledones en un drâstico descenso en los niveles de - 
actividad glutamato deshidrogenasa dependiente de NADH fren 
te a los obtenidos por la presencia individual de ambos fac 
tores ambientales durante el primer periodo de iluminaciôn 
observândose sôlo para las mayores concentraciones de amo-
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nio al igual que en oscuridad (Figs. 5, 25, 29 y 33). Cuan­
do el enzima utiliza NADPH como cofactor, el efecto de la - 
luz sobre los cotiledones de plântulas crecidas sobre amo­
nio es disminuir los niveles de actividad enzimâtica obser­
vândose a lo largo de todo el tiempo de tratamfento una re^ 
puesta paralela a la producida exclusivamente por la luz, - 
para la concentraciôn que provoca los mayores niveles de ac 
tjvidad enzimâtica, que sigue siendo la misma que en oscuri. 
dad, 150mH (Figs. 6, 26, 30 y 34). Es decir, el incremento 
en los niveles de actividad enzimâtica producido por la luz 
se anula por la presencia del amonio en el medio de creci­
miento. En las raices de plântulas crecidas sobre amonio, - 
la luz provoca una respuesta inversa a la obtenida en su - 
ausencia, originando los mâximos niveles de actividad gluta 
mato deshidrogenasa ligada a NADH cuando crecieron sobre la 
menor concentraciôn de amonio; sin observarse ningûn efecto 
significativo para la mayor concentraciôn de ese medio 
(Figs. 7, 27, 31 y 35). Cuando el enzima utiliza NADPH como 
cofactor, la interacciôn luz-amonio provoca mayores niveles 
de actividad enzimâtica que en ausencia de amonio en el me ­
dio nutritivo, pero menores que en ausencia de luz. Es de­
cir, los grandes incrementos en los niveles de actividad glu 
tamato deshidrogenasa dependiente de NADPH obtenidos en os­
curidad disminuyen por la luz aunque siempre superan los - 
valores obtenidos en ausencia del amonio, respuesta mucho - 
mâs acusada para la mayor concentraciôn de este (Figs. 8, - 
28, 32 y 36) .
A nivel de la glutamina sintetasa, en los 
cotiledones la interacciôn luz-amonio se traduce en una re^ 
puesta totalmente similar a la obtenida para el nitrato, - 
salvo que en elmayor incremento en los niveles de actividad - 
glutamina sintetasa se realiza para la menor concentraciôn 
de amonio en el medio nutritivo (Fis. 11, 43, 45 y 47). El 
efecto de la luz sobre las raices de plântulas crecidas so­
bre amonio es incrementar los niveles de actividad enzimâ­
tica frente al descenso obtenido en ausencia de amonio, asî 
como en ausencia de luz, durante el primer periodo luminoso, 
atenuândose este efecto a lo largo del tratamiento (Figs. 12, 
44, 46, 40). Es decir, la disminuciôn de los niveles de ac-
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tivi’dad glutamina sintetasa en los cotiledones provocada por 
la presencia de amonio en el medio de cultivo en altas con­
centraciones va anulândose a lo largo del periodo de enver- 
decimiento desarrollândose la capacidad de asimilar las ma ­
yores concentraciones; en cambio en las raices, la presen­
cia de amonio en el medio de incubaciôn aumenta su capaci­
dad de asimilaciôn durante el primer periodo de iluminaciôn 
perdiéndose al avanzar los dîas en la germinaciôn. De mane­
ra que las altas concentraciones de amonio en el medio de - 
crecimiento aumenta los niveles de actividad glutamina sin­
tetasa, tanto en luz como en oscuridad, asî como los nive­
les de actividad glutamato deshidrogenasa dependiente de -- 
NADH en los cotiledones y del enzima ligado a NADPH en las 
raices durante el periodo oscuro; mientras que las bajas - 
concentraciones de amonio provocan los mayores niveles de - 
actividad glutamato deshidrogenasa ligada a NADH y de gluta 
mina sintetasa.
El distinto efecto observado de la luz - 
sobre ambas fuentes nitrogenadas segûn el enzima estudiado, 
glutamato deshidrogenasa y glutamina sintetasa, obliga a ^  ^
pensar en la posibilidad de inducciôn de nuevos isoenzimas 
como consecuencia de la fuente nitrogenada utilizada. El - 
efecto individual de la luz provoca la desapariciôn paula- 
tina de isoenzimas de la glutamato deshidrogenasa ligada a 
NADH, efecto que no se modifica cuando estân présentes én - 
el medio de crecimiento el nitrato o el amonio, manteniéndo 
se el mayor nûmero de bandas isoenzimSticas en las raices - 
cuando se aumenta la concentraciôn de amonio en el medio, - 
al igual que ocurrîa en oscuridad. El modelo isoenzimâtico 
de la glutamato deshidrogenasa dependiente de NADPH présen­
ta una ûnica isoenzima que es la misma tanto en el trata­
miento oscuro como en presencia de luz, salvo para el enzi­
ma de raices de plântulas crecidas sobre amonio cuyo compor 
tamiento es similar al obtenido para el enzima dependiente 
de NADH (Figs 49, 50, 51 y 52). Este efecto no pudo ser ana 
lizado para el enzima glutamina sintetasa por no detectarse 
isoenzimas con el ûnico método encontrado en la bibliogra- 
fîa. De todo lo expuesto se deduce que este diferente com­
portamiento no es debido a diferencias en la dotaciôn isocn 
zimâtica.
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La posibilidad de que las distintas res- 
puestas encontradas segûn la concentraciôn de la fuente ni­
trogenada pudieran efectuarse a nivel de sîntesis del enzi­
ma, se analizô de igual forma que en el tratamiento oscuro. 
El incremento de actividad glutamina sintetasa observado - 
durante el primer dîa de iluminaciôn respecto al mismo pe­
riodo de tratamiento oscuro parece deberse a la sîntesis - 
del enzima a nivel citoplâsmico, dado que las diferencias - 
del grado de inhibiciôn obtenida entre los inhibidores de - 
sîntesis de proteînas a nivel citoplâsmico y el cloranfeni­
col, se incrementa drâsticamente después del tratamiento - 
luminoso.
y/;
C O N C L U S I O N E S
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1.- La asimilaciôn mayoritaria del nitrôgeno se lleva a cabo 
en la raiz, tanto durante el periodo de r-erminaclôn en - 
oscuridad como durante el enverdecimiento.
2.- La influencia de la fuente nitrogenada sobre los niveles 
de actividad glutamato deshidrogenasa y glutamina sinte 
tasa varia con el ôrgano de la plântula. La inhibiciôn 
de la sîntesis de la glutamina sintetasa por el incre­
mento en la concentraciôn de amonio se realiza en los co 
tiledones a nivel organular, y en las raices a nivel ci. 
toplâsmico; mientras que el aumento en la sîntesis de - 
glutamina sintetasa producido por el incremento en la - 
concentraciôn de nitrato se lleva a cabo en los cotile­
dones a nivel citoplâsmico, y en las raices a nivel o r ­
ganular.
El modelo isoenzimâtico de la glutamato 
deshidrogenasa para cada fuente nitrogenada depende del 
ôrgano de la plântula. El incremento en la concentraciôn 
de amonio provoca sîntesis de novo dé isoenzimas en las 
raices, paraielamente a los incrementos en los niveles 
de actividad glutamato deshidrogenasa.
3.- La glutamina sintetasa representarîa en la semilla la - 
forma mayoritaria de réserva enzimâtica de asimilaciôn - 
de nitrôgeno; a lo largo de la germinaciôn en oscuridad 
durante la etapa de desarrollo de los ôrganos de la -- 
plântula descienden drâsticamente los niveles de activi. 
dad glutamina sintetasa de forma paralela a los incre­
mentos de los de la glutamato deshidrogenasa.
4.- El efecto de la luz provoca la desapariciôn paulatina - 
de isoenzimas de la glutamato deshidrogenasa (salvo pa­
ra el enzima que utiliza NADPH como cofactor que mantie 
ne la misma ûnica banda) efecto que no se modifica cuan 
do el nitrato o el amonio estân présentes en el medio, 
manteniéndose el mayor nûmero de isoenzimas cuando a u ­
menta la concentraciôn de amonio, como ocurrîa en oscu 
ridad.
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Los incrementos en los niveles de activi 
dad glutamina sintetasa inducidos por la luz son debi- 
dos a aumento de la sîntesis a nivel citoplâsmico.
5.- El amonio résulta la fuente nitrogenada que produce los 
mayores niveles de actividad tanto glutamina sintetasa 
como glutamato deshidrogenasa, dado que se consiguen du 
plicar en cotiledones los de la glutamato deshidrogena­
sa, y en raices los de la glutamina sintetasa frente a 
los obtenidos cuando las plântulas crecieron sobre ni­
tratos.
La proporciôn de actividades glutamato - 
deshidrogenasa NA D H :NADPH no se modifica por la fuente 
nitrogenada.
6.- Se propone que Citrullus vulgaris L. variedad comercial 
reina ha desarrollado un sistema de compensaciôn enzimâ 
tica para asegurar la mâxima asimilaciôn del nitrôgeno 
del medio cuando este se encuentra tanto en forma de ni 
trato como de amonio, por una parte a nivel de la pro- 
pia glutamato deshidrogenasa asî como de esta con la - 
glutamina sintetasa.
Durante el periodo de germinaciôn en os­
curidad se tiende a asegurar la mâxima asimilaciôn del 
nitrato présente en altas concentraciones en el medio - 
mediante una compensaciôn de los descensos obtenidos - 
para la glutamato deshidrogenasa dependiente de NADH, - 
como consecuencia del incremento en la concentraciôn de 
nitrato en el medio, con incrementos paralelos en el —  
enzima dependiente de NADPH, a los que se sumarîan los 
de la glutamina sintetasa, tanto en cotiledones como en 
raices. El proceso de enverdecimiento conlleva una m o ­
dif icac iôn del sistema de compensaciôn. Las altas con­
centraciones de nitrato provocan descensos en los nive­
les de actividad glutamato deshidrogenasa dependiente - 
de NADH en los cotiledones que tienden a compensarse —  
con los incrementos en los niveles de actividad del en­
zima ligado a NADPH de cotiledones y fundamentalmente con 
la totalidad del enzima en raices. Por otra parte, las
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inayores concentraciones de nitrato producen los mayores 
niveles de actividad glutamina sintetasa, lo cual asegu 
ra asi mismo a nivel- de este enzima aislado la mâxima - 
asimilaciôn de nitratos, llegando incluso a compensar - 
los descensos obtenidos durante el periodo de oscuridad 
en los cotiledones con los incrementos obtenidos en la 
raiz, de manera que la asimilaciôn se realizarîa de una 
forma continua.
La asimilaciôn mâxima del amonio, cuyo - 
incremento en la concentraciôn produce descensos en los 
niveles de actividad glutamina sintetasa, tenderîa a —  
asegurarse por los aumentos paralelos obtenidos a nivel 
de la glutamato deshidrogenasa, tanto en raices como en 
cotiledones durante el periodo de germinaciôn en oscuri 
dad. Durante el periodo de enverdecimiento, los descen­
sos en los niveles de actividad glutamato deshidrogena­
sa ligada a NADH en raices producidos por los incremen­
tos en la concentraciôn de amonio se compensan con los 
incrementos en la glutamato deshidrogenasa paralelos ob 
tenidos en los cotiledones que compensarla asf mismo - 
los pequenos descensos producidos a nivel de la glutami. 
na sintetasa. La asimilaciôn continua del amonio ven- 
drfa asegurada dado que los minimos de actividad obten^ 
dos durante el periodo de luz por la glutamato deshidro 
genasa y el de oscuridad por la glutamina sintetasa se 
corresponden con los mâximos de la glutamina sintetasa 
y de la glutamato deshidrogenasa respectivamente.
La teorîa propuesta por LEA y MIFLIN no 
se ajusta a este esquema mâs que en algunos comportamien 
tos particulares; la via glutamato deshidrogenasa es —  
una via funcional para el nitrato como la glutamina sin 
tetasa lo es para el amonio.
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